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Resumen

La interacciéon de la glicoproteina de envoltura gpl20/gp4l del virus de la
inmunodeficiencia humana del tipo 1 (VIH-1) con las moléculas correceptoras en la superficie
celular, principalmente CCRS y CXCR4, tienen implicaciones importantes para el mecanismo
de la entrada del virus, el reconocimiento celular especifico y la patogénesis asociada. El papel
de la subunidad transmembranal gp41 en este proceso no estd completamente entendido, ni
tampoco la relevancia de la variabilidad en su ectodominio. En este trabajo, se analizaron las
propiedades fisicoquimicas de los aminodcidos variables del ectodominio de la proteina viral
gp41 proveniente de dos tipos de virus que difieren en su capacidad para infectar dos tipos de
células: linfocitos T y macréfagos. El andlisis se realiza para un conjunto de 259 secuencias de
gp41 obtenidas de la base de datos de Los Alamos (Los Alamos National Laboratory).
Mediante un andlisis entropico se identificaron sustituciones de aminodcidos no conservativas
correlacionadas con el tropismo infeccioso en las posiciones de mayor variabilidad.
Encontramos que la presencia de residuos hidrofébicos o no cargados en dichas posiciones
estd asociada con el reconocimiento del correceptor CXCR4 (presente mayormente en la
superficie de linfocitos T CD4+ no activados), lo cual a su vez, estd relacionado con un avance
acelerado hacia el SIDA. Por otro lado, la presencia de residuos hidrofilicos o cargados
negativamente estd asociada con el reconocimiento del correceptor CCRS (presente
mayormente en la superficie de macrofagos, células dendriticas y linfocitos T CD4+ no
activados.






Introduccion

Desde su descubrimiento en 1981 como una enfermedad mortal, el SIDA (Sindrome de
Inmunodeficiencia Adquirida) ha cobrado mas de 25 millones de muertes alrededor del mundo,
siendo el 2005 el afio en que se han registrado mds contagios: 5 millones de personas, segtin el
ultimo informe de la Organizacién de las Naciones Unidas (ONU)l. De esta cifra, sélo al
Africa subsahariana le corresponden 3.2 millones. En el mismo afio, 3 millones de personas
fallecieron a causa del SIDA, de los cuales, mas de medio millén eran nifios.

Aunque Africa sigue a la cabeza en los casos de contagio y muerte, existen 1.8
millones de latinoamericanos con SIDA, de los que 200.000 se contagiaron en el 2005. En
México la tasa de mortandad en el 2004 fue de 4.5 por cada 100.000 habitantes. Se estima que
3 de cada mil personas adultas podrian ser portadoras del VIH en nuestro pais. De acuerdo a
las estimaciones mas recientes del Centro Nacional para la Prevencién y Control del SIDA
(CENSIDA), en México existen 182 mil personas adultas infectadas por el VIH.

El virus de inmunodeficiencia humana (VIH), causante del SIDA, ha constituido desde
su emergencia un enorme desafio a la investigacién biomédica. Hasta la fecha, sigue sin
entenderse del todo la dindmica que se lleva a cabo en el organismo del huésped para que el
virus pueda perturbar el funcionamiento del sistema inmunoldgico después de haber
permanecido latente durante varios afios, al grado que éste termina siendo deficiente en su
respuesta natural hacia cualquier agente externo. A su vez, tampoco los mecanismos de
infeccion a nivel molecular se han comprendido en su totalidad.

El VIH utiliza una amplia gama de recursos para interferir y evadir la respuesta inmune
normal y expresa una alta frecuencia de mutacién (~1 por ciclo de replicacion), lo que le
permite cambiar repetidamente sus determinantes antigénicos. Su entrada en las células blanco
requiere de la fusién entre las membranas viral y celular, un proceso mediado por dos
proteinas que constituyen la envoltura del virus, en conjuncién con receptores celulares. La
infeccién se inicia por la unién de una de las proteinas de envoltura viral, gp120 y gp41, a un
receptor de la superficie celular llamado CD4 y a un correceptor transmembranal, CCRS5 y
CXCR4; dicho evento induce una serie de cambios conformacionales en las proteinas de
envoltura, lo que permite iniciar la fusiéon entre membranas. La comprension de los pasos
bioldgicos hacia la fusion virus-célula es de suma importancia para elucidar los mecanismos
de la entrada viral y el desarrollo de estrategias inmunoldgicas y farmacoldgicas hacia la
prevencion de la infeccion por el VIH.

En este trabajo se estudia el proceso que rige la infecciéon por el VIH y sus
mecanismos, particularmente, aquellos factores fisicoquimicos que determinan el
reconocimiento de éste con las diferentes células blanco de nuestro sistema inmunitario. Con
este propdsito se realiza un andlisis estadistico minucioso sobre una de sus dos proteinas de
envoltura, llamada gp41, la cual segin nuestra hip6tesis fundamental, parece jugar un papel
bastante importante en el reconocimiento del correceptor celular y por ende, en el tropismo
infeccioso hacia diferentes tipos de células.









Capitulo I

Nociones de Inmunologia y enfermedad asociada al VIH'?
I.1 Conceptos bdsicos de Inmunologia

El principio esencial del funcionamiento del sistema inmune es distinguir entre lo
propio y lo extrafio, y atacar a esto ultimo con la finalidad de intentar eliminarlo del
organismo. Las sustancias fordneas al organismo se denominan antigenas.

Nuestro organismo, al igual que el de todos los seres multicelulares, posee una serie de
barreras que lo separan del medio externo, y que previenen la entrada de agentes extrafios.
Estas constituyen la primera linea de defensa contra la invasién por microorganismos y
sustancias fordneas, cumpliendo un papel muy importante, dado que reducen la labor del
sistema inmune. La piel es una eficiente barrera fisico-mecdnica y a la vez quimica, su
integridad impide el paso de los microorganismos del ambiente exterior hacia los tejidos
internos. Otras barreras mecdnicas estdn ejemplificadas por la accion lavadora de las 1agrimas,
la saliva, las secreciones mucosas y la orina (ademds de sus acciones quimicas). Las
secreciones dcidas del estdmago constituyen una barrera quimica para los microorganismos
que ingresan diariamente al tracto digestivo junto con los alimentos. La mayor parte de
nuestras superficies mucosas (conjuntivas, tracto digestivo, respiratorio y urogenital), se
encuentran siempre colonizadas por una serie de microorganismos que son considerados como
nuestra flora normal en dichos sitios. Estos agentes se establecen gradualmente en sus nichos
naturales, a partir del momento en que nacemos, y conforman una barrera bioldgica para otros
microorganismos, que para poder infectarnos a través de las mucosas, deben competir con
ellos por el espacio, sitios de adhesion y nutrientes limitados.

Los materiales extraios que superan las barreras, encontrardn inicialmente al sistema
inmune innato y éste debe iniciar la accién con su amplia gama de mecanismos de defensa, sin
embargo, asi como nuestros sistemas de defensa han evolucionado durante millones de afios y
se han perfeccionado para protegernos de los agentes infecciosos, estos también han
evolucionado paralelamente para adquirir numerosos mecanismos que buscan evadir las
defensas.

I.1.1 Constitucion del Sistema Inmune

Al igual que otros sistemas de nuestro organismo, el sistema inmune estd formado por
células. Sin embargo, una propiedad que lo distingue de otros, es la capacidad de sus células
para movilizarse y circular en forma libre, ademds de poder agruparse en tejidos y 6érganos. Su



desplazamiento es fundamental para la eficiencia de sus funciones defensivas, en analogia con
un sistema de patrullaje. Ademds de actuar directamente contra una variedad de antigenos,
dichas células pueden liberar una gran variedad de sustancias al medio circundante y a los
fluidos corporales, para coordinar las respuestas frente a los antigenos, asi como para
combatirlos con sus diversos mecanismos efectores.

Al N
Figura 0. Imagen del sistema circulatorio de un ser
humano. Se pueden apreciar eritrocitos (E) y leucocitos
(L), también llamados glébulos rojos y  blancos
respectivamente. Fuente:
es.wikipedia.org/wiki/Sistema_inmunol % C3 %B3gico

Los glébulos blancos en la sangre, o leucocitos, constituyen las células principales del
sistema inmune. Normalmente se encuentran en concentraciones de 5000-10000 leucocitos
por microlitro (Imm’) de sangre circulante en el adulto. Sin embargo, esta cifra puede
aumentar notablemente cuando se presentan infecciones, u otros estimulos que promueven la
produccion de células sanguineas.

Podemos dividir a los leucocitos sanguineos en dos grupos, con base en su morfologia
microscopica. Los mononucleares, denominados asi por su nicleo unico, incluyen a los
monocitos y los linfocitos. Por otra parte estdn los granulocitos, asi llamados por su citoplasma
de aspecto granular.

1.1.2 Algunas células del Sistema Inmune

Monocitos y Macroéfagos

Al igual que todas las células sanguineas, los monocitos y macréfagos se forman en la
médula 6sea. Los monocitos se encuentran en el sistema circulatorio y tienen un didmetro de
10-18um, un nicleo no segmentado con cromatina laxa y un citoplasma de granularidad tenue.
Estas células se distribuyen rdpidamente por los tejidos, en donde se diferencian en
macréfagos. El sistema mononuclear fagocitico estd compuesto por macréfagos que tapizan
gran parte de la microvasculatura en distintos 6rganos. Los macrdéfagos son una poblacion
celular heterogénea, que puede adquirir caracteristicas particulares seguin los tejidos en donde
se encuentre y su denominacion varia segun la localizacién anatomica.

Las funciones principales de los macréfagos incluyen la fagocitosis (capacidad de
ingerir o internalizar particulas y microorganismos, (Fig. 1) junto con la subsiguiente accion



microbicida, asi como el procesamiento y presentacion de antigenos a los linfocitos T.
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Figura 1. Izquierda: los macréfagos son células que pueden tomar formas muy variadas pudiendo
deslizarse en hendiduras muy estrechas y penetrar asi en los tejidos méds variados. Pueden desarrollar
seudépodos que les permiten desplazarse, capturar, ingerir y destruir los agentes patégenos y otros
cuerpos extrafios. Una célula dendritica folicular puede tener un aspecto muy parecido a un macréfago.
Derecha: los macréfagos han identificado una célula cancerosa (la grande). Fusiondndose con la célula
cancerosa, los macréfagos (las células blancas de menor tamafio) inyectardn toxinas que la matardn.
Fuente: www.aids-info.ch/s te/aas-s-imm.htm,

Linfocitos T

Los linfocitos (tanto los T como los B) son los tnicos leucocitos capaces de actuar de
modo especifico en respuesta a los antigenos. Un adulto promedio posee aproximadamente
2x10"? linfocitos en todo su organismo, lo cual representa cerca del 2% de su peso corporal.
Normalmente, un 20-40% de los leucocitos sanguineos son linfocitos, y de estos, alrededor del
70-80% corresponden a linfocitos T.

Los linfocitos T se pueden considerar células centrales de nuestro sistema inmune, ya
que de ellas depende, en gran medida, el reconocimiento especifico de antigenos, la activacion
de las distintas ramas de la respuesta inmune, y sobretodo, su regulacion. Estas células poseen
receptores proteicos en su superficie, que les permiten reconocer especificamente a los
antigenos (Fig. 2).

Durante su desarrollo, los precursores de los linfocitos T formados en la médula 6sea,
viajan al timo para completar alli un proceso de maduracion y de seleccion. De ello se deriva
su nombre de linfocitos “T” (timo). Este proceso de seleccion y diferenciacion celular en el
timo, culmina con la generacién de distintas subpoblaciones de linfocitos T, que se
especializan en funciones diferentes. Un grupo de linfocitos, al cual distinguimos por la
presencia de una proteina de membrana denominada CD4, se conoce como la subpoblacién de
linfocitos T cooperadores (Th, del inglés helper). Este grupo de células Th se encarga, entre
otras funciones, de la activacion y regulacion de otras células a través de la secrecién de una
serie de moléculas de comunicacidn intercelular, denominadas colectivamente citocinas. Por
otro lado, la subpoblacién de los linfocitos T citotoxicos (Tc), reconocible por la presencia de
otra proteina de superficie denominada CDS, tiene como funcién principal la destruccién o
lisis de células que han sido alteradas o infectadas por patégenos intracelulares, por ejemplo
los virus.



Figura 2. Imagen por microscopia
electronica de un linfocito T humano.
Fuente:

http://commons.wikimedia.org/wiki/I
mage:SEM_Lymphocyte.jpg

Linfocitos B

Alrededor del 15-20% de los linfocitos sanguineos corresponden a esta poblacién
celular. Los linfocitos B se forman y maduran en la médula dsea, y durante este proceso
adquieren la capacidad de expresar receptores en su superficie que les permiten el
reconocimiento especifico del antigeno. En el caso de los linfocitos B, estos receptores son los
anticuerpos (inmunoglobulinas) anclados en su membrana celular. Cuando los linfocitos B se
activan, por distintos estimulos, se diferencian gradualmente en células plasmadticas, cuya
funcidén es secretar anticuerpos a los fluidos del organismo (Fig. 3). A pesar de la reconocida
longevidad de los linfocitos (de meses o incluso anos), las células plasméticas son terminales,
con una vida media de apenas unos dias.

Figura 3. Un linfocito B formando
anticuerpos contra bacterias, es decir,
racimos de  pequeflos  cuerpos

esféricos. Fuente:
http://icarito.aconcagual .copesa.cl/icar
1to/2002/853/pag2.htm

Células Dendriticas (CDs)

Las células dendriticas son identificadas como células accesorias de la respuesta
inmune. Se las reconoce como las células presentadoras de antigenos por excelencia (CPA).
Los diversos tipos de CDs tienen un origen comun en la médula 6sea diferencidndose luego
bajo la influencia de variados estimulos y distribuyéndose en 6rganos linfaticos y no linfaticos.



Desde los tejidos periféricos migran a los ganglios linfaticos donde presentan el antigeno a los
linfocitos T. Dependiendo del micro ambiente expresan diversos marcadores de superficie
siendo capaces de secretar citocinas. Estas son proteinas que regulan la funcién de las células
que las producen u otros tipos de células, son los agentes responsables de la comunicacién
intercelular, inducen la activaciéon de receptores especificos de membrana, funciones de
proliferacion y diferenciacion celular, quimiotaxis, crecimiento y modulacion de la secrecion
de inmunoglobulinas. Como CPAs cumplen un importante papel en la patogenia de
enfermedades autoinmunes y virales destacdndose su participacion en la infeccién por el VIH.
Se las encuentra en el infiltrado de numerosos cdnceres humanos donde actuando como CPA
podrian inducir una respuesta inmune antitumoral’.

I.1.3 ()rganos del Sistema Inmune

Los 6rganos que componen al sistema inmune se pueden agrupar en dos categorias
segiin sus caracteristicas funcionales. Los o¢rganos denominados primarios son los
responsables de la producciéon y la diferenciacion de los linfocitos T y B. En ellos, los
precursores de los linfocitos logran alcanzar su estado maduro e inmunolégicamente
competente para reconocer y responder ante los antigenos. Por otra parte, los 6rganos
secundarios o periféricos, son aquellos sitios anatomicos que son colonizados por los
linfocitos maduros (provenientes de los drganos primarios), en donde se inician y se llevan a
cabo, en gran medida, las respuestas inmunes.

El Sistema Inmunolégico
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Los dos 6rganos primarios del sistema inmune son la médula 6sea y el timo. Los
organos secundarios incluyen fundamentalmente el bazo, los ganglios linfaticos, los nddulos
linfaticos y acimulos linfoides de las mucosas, las placas de Peyer y las amigdalas, entre otras
estructuras (Fig. 4).

Médula Osea

Este tejido se encuentra en el interior de los huesos, y contiene las células precursoras
de todos los tipos celulares sanguineos. El proceso de formacion de las células sanguineas se
denomina hematopoyesis. En la médula ocurren la proliferacion y la diferenciacién gradual de
las células precursoras pluripotenciales en las distintas lineas especializadas.

Cuando los distintos tipos de leucocitos abandonan la médula 6sea para salir a la
circulacién, ya han alcanzado su estado maduro, con una sola excepcién: los linfocitos T.
Estos tienen la particularidad de ser liberados como precursores inmaduros que migran hacia
el timo, en donde completan su proceso de diferenciacion celular.

Timo

Este 6rgano primario es sin duda central para el sistema inmune, en especial durante
las primeras etapas de la vida, dado que es el sitio anatémico en donde ocurre la maduracién y
diferenciacion de los distintos tipos de linfocitos T. Los precursores de los linfocitos T,
producidos por la médula 6sea, ingresan a este 6rgano guiados por factores quimioatrayentes
como las quimiocinas e inician un proceso de diferenciacién que depende de su estrecha
interaccion con el tejido timico, el cual les provee de una serie de sustancias indispensables
para dichos procesos (factores timicos). La estructura celular especializada del timo es crucial
para la seleccién y “educacion” de dichos precursores, en cuanto a establecer el principio de la
distincién entre lo propio y lo no-propio, en un complejo proceso del cual atin se desconocen
los detalles. Una evidencia de la seleccién celular que se desarrolla dentro del timo, es el
hecho de que menos de un 10% de los precursores que ingresan al 6rgano sobreviven y salen
como linfocitos T maduros: el 90% restante o0 mds de las células en desarrollo muere durante
el proceso.

El timo es un 6rgano que juega un papel inmunoldgico primordial en las primeras
etapas de la vida, y que gradualmente involuciona y degenera con la edad. Especialmente
después de alcanzarse la pubertad, el tejido timico funcional es reemplazado aceleradamente
por tejido graso y tejido conectivo. La ausencia de formacion del timo durante el desarrollo
embrionario tiene consecuencias mortales para el individuo, que queda a merced de los
agentes infecciosos. Sin embargo, la eliminacién quirdrgica de este érgano en la vida adulta no
parece traer ninguna consecuencia grave.

Organos Secundarios

Como ya se describié anteriormente, estos 6rganos incluyen el bazo, los ganglios
linfaticos, los nédulos y acimulos submucosos, las amigdalas, las placas de Peyer y el
apéndice, entre otras estructuras anatomicas. Todos estos sitios son colonizados por linfocitos
maduros y funcionales (inmunocompetentes), y se ubican estratégicamente en el organismo
para defender los posibles sitios de entrada de agentes infecciosos, tales como las superficies



mucosas (respiratoria, oral, intestinal, genitourinaria, conjuntival), asi como las vias de
circulacion sanguinea y linfatica. Todos estos 6rganos son sitios importantes de captacion de
antigenos, microorganismos, etc. En ellos, los linfocitos T y B, en asociacién con otras células
del sistema inmune, se activan, proliferan y generan las distintas armas de la respuesta
especifica, tales como los anticuerpos y los linfocitos T citotéxicos.

Bazo

En el bazo se capturan eficientemente los antigenos que han alcanzado el torrente
sanguineo. La compleja red de pequefios vasos capilares del bazo (sinusoides esplénicos)
actia a modo de un filtro, en el cual las células fagociticas atrapan a las sustancias extrafas,
para iniciar la respuesta inmune especifica en las dreas ricas en linfocitos que rodean a las
arteriolas, denominadas “pulpa blanca” del bazo. En estas zonas se encuentran aglomeraciones
de linfocitos T y B, junto con células del grupo de los macréfagos, en una intensa actividad
proliferativa. [Estas aglomeraciones, denominadas centros germinales, poseen una
organizacion caracteristica, en la cual la porcién central es rica en linfocitos T, mientras la
periferia posee principalmente linfocitos B, que se diferencian gradualmente en células
plasmaéticas, liberando grandes cantidades de anticuerpos a la circulacién.

Ganglios Linfaticos

Constituyen un sistema de filtracion distribuido a lo largo del conjunto de pequefios
vasos que recogen la linfa desde los tejidos, llevdndola de nuevo hasta la circulacion
sanguinea. Para realizar esto, la linfa debe desplazarse por los vasos linfaticos a través de un
conjunto de ganglios, dispuestos en series o cadenas, colocados en diversas regiones del
organismo. Los ganglios son estructuras encapsuladas pequefias, de apenas unos cuantos
milimetros de grosor, que poseen entradas para los vasos linféaticos aferentes que drenan un
determinado tejido, y una o mas salidas para los vasos linfaticos eferentes, por los cuales la
linfa sale y continda su recorrido, hasta desembocar finalmente en la circulacién sanguinea, a
través del conducto toricico.

Cuando ocurre una fuerte estimulacion de linfocitos en los ganglios que drenan una
determinada region tisular, por ejemplo en respuesta a una infeccién localizada u otro tipo de
lesion, los ganglios se inflaman y aumentan de volumen, pudiendo palparse mediante un
examen fisico.

1.1.4 Trafico Linfocitico

Los linfocitos recirculan constantemente entre el sistema sanguineo y el sistema
linfatico, lo cual aumenta su probabilidad de encontrar agentes extrafios al organismo. En los
ganglios linfaticos, los linfocitos pasan de la circulacién sanguinea a la linfatica, atravesando
el endotelio especializado de las vénulas. Al ser vertidos en el sistema de vasos linféticos, los
linfocitos vuelven a la circulacién sanguinea a través del conducto torécico, el cual desemboca
en la vena subclavia izquierda. La regulacion de este trifico estd mediado por quimiocinas y
receptores.

El sistema linfético se origina a partir de pequefiisimos vasos ciegos que nacen en los
tejidos, y que se agrupan gradualmente en vasos de mayor calibre, que llevan a la linfa y a los



linfocitos a través de los ganglios, para desembocar finalmente en la circulacién sanguinea. El
mayor vaso linfatico del organismo, el conducto tordcico, posee un didmetro de apenas unos
milimetros. Dado que no existe un 6rgano de bombeo (como el corazén) en el sistema
linfatico, el movimiento de la linfa ocurre gracias a conjuntos de vélvulas distribuidas a lo
largo de los vasos, que actian unidireccionalmente cuando éstos son presionados por el
movimiento muscular, la respiracion, etc. Por ejemplo, la linfa viaja mas lentamente al dormir
o descansar, y mdas riapidamente durante la actividad fisica, dadas las diferencias de
movimiento muscular en dichas condiciones®.

I.2 Patogenia asociada al VIH

La enfermedad causada por el VIH comienza con una infeccién aguda y evoluciona a una
infeccion progresiva y crénica de los tejidos linfaticos periféricos. El curso de la enfermedad
puede seguirse determinando por la cantidad de virus presentes en el plasma del paciente y
mediante el recuento de las células T CD4" en la sangre. Los estadios de la infeccién (Fig. 5)
se pueden dividir en cinco etapas principalmente, cada una estd asociada a un rango de cuentas
de linfocitos T que llevan la molécula CD4 en su superficie (linfocitos CD4+) por cada
milimetro cubico en la sangre del paciente:

1 Sindrome agudo (~1000-500)
2 Asintomatico (~750-200)
3 Sintomético temprano (~500-100)
4 Sintomatico tardio(~200-50)
5 Enfermedad avanzada (~50-0)
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Figura 5. Grifica de la evolucion de la infeccion por el VIH-1 a lo largo del tiempo: se
muestran dos escalas distintas: las primeras 12 semanas y los 11 afios después de la
infeccion. Se distinguen la fase aguda, la fase crénica y la etapa del SIDA en amarillo
claro, azul y amarillo intenso, respectivamente. Del lado izquierdo y con la linea azul
estd representado el conteo de células TCD4+ en la sangre; del lado derecho y con la
linea morada, la carga viral en la sangre. Fuente: [2].



La etapa final de la infeccién por el VIH es el SIDA (Sindrome de Inmunodeficiencia
Adquirida), caracterizada por una inmunodeficiencia severa que da lugar a multiples
infecciones oportunistas por bacterias, hongos e incluso otros virus.

La infeccién primaria se produce cuando los viriones presentes en la sangre, el semen u
otros liquidos corporales de un individuo entran en las células de otro a través de receptores
celulares. Dependiendo del sitio de la exposicién inicial al virus, las primeras células
infectadas pueden ser, entre otras, las células T CD4" y los monocitos en la sangre o las
células T CD4" y los macréfagos en los tejidos mucosos. Es probable que las células
dendriticas desempefien un papel en la diseminacion inicial del VIH a los tejidos linfoides
debido a que la funcién normal de estas células consiste en atrapar los antigenos en los
epitelios y a continuacion migrar a los ganglios linfaticos. Una vez en los tejidos linféticos, las
células dendriticas pueden transferir el VIH a las células T CD4" mediante contacto célula-
célula. Dias después de la primera exposicion al virus, es posible detectar una notable
replicacion viral en los ganglios linfaticos. Esta replicacion ocasiona viremia, durante la cual
existen cifras muy elevadas de particulas del VIH en la sangre del paciente. La viremia
permite al virus diseminarse por todo el organismo e infectar a las células T colaboradoras,
macro6fagos y células dendriticas en los tejidos linfoides periféricos. A medida que se disemina
la infeccidn, el sistema inmunitario adaptativo pone en marcha respuestas inmunitarias que
controlan parcialmente tanto la propia infeccion como la produccién de virus. Este control se
refleja en el descenso de la viremia a niveles bajos o indetectables a las 12 semanas de la
exposicion primaria.

Tras la infeccién aguda inicial se desarrolla una segunda fase de la enfermedad durante la
cual los ganglios linfaticos y el bazo se convierten en sitios de replicacion continua del VIH y
de destruccion tisular. Durante este periodo de la enfermedad, el sistema inmunitario
permanece competente y es capaz de controlar la mayoria de las infecciones debidas a otros
microorganismos, existiendo escasas o nulas manifestaciones clinicas de la infeccién por el
VIH. Por consiguiente, esta fase de la enfermedad a menudo recibe el nombre de periodo de
latencia clinica. Durante esta fase s6lo se producen niveles bajos de virus. La mayoria de las
células T de la sangre periférica no albergan el virus. No obstante, en los tejidos linfaticos la
destruccién de las células T CD4" en los tejidos linfdticos progresa ininterrumpidamente vy el
niimero de células T CD4" en la sangre disminuye constantemente.

Durante la progresion cronica de la enfermedad por el VIH, las respuestas
inmunitarias del paciente a otras infecciones pueden estimular la producciéon de VIH y acelerar
la destruccién de los tejidos linfoides. La transcripcion de los genes del VIH puede potenciarse
por medio de estimulos que activan las células T, como los antigenos y diversas citocinas que
son especialmente eficaces estimulando la producciéon de VIH. Por ello, a medida que el
sistema inmunitario intenta erradicar otros microorganismos, acelera su propia destruccion.

La enfermedad causada por el VIH progresa hacia la fase final y casi siempre mortal,
denominada SIDA, en la que la destruccién del tejido linfatico periférico es casi total y el
recuento de células T CD4" en la sangre desciende por debajo de 200 células/mm’. La viremia
puede ascender de forma espectacular a medida que la replicacion viral en otros reservorios se
acelera sin control. Los pacientes con SIDA sufren combinaciones de infecciones oportunistas,
neoplasias (como el sarcoma de Kaposi, tumor mds frecuente en pacientes con SIDA),
caquexia (sindrome de desgaste), insuficiencia renal, neuropatia, etc.

A nivel de investigacion, la infeccién por el VIH plantea problemas tnicos. Puesto que
el virus se replica en cé€lulas del sistema inmune, la activacion inmunoldgica necesaria para el



control del virus favorece al mismo tiempo la replicacion de éste. Actualmente existe una
creciente tendencia a otorgar mayor importancia a la fusion celular inducida por el VIH, y a
los fendmenos de activacion inmunoldgica en la patogénesis del SIDA.

1.3 Aspectos terapéuticos

La necesidad de un tratamiento efectivo para individuos infectados con VIH ha
motivado la busqueda exhaustiva de blancos moleculares potencialmente utiles para una
intervencion farmacoldgica. Entre los procesos virales que no afectan la funcionalidad celular
se encuentran: la interaccion virus-receptor celular, la transcripcion inversa del ARN viral, la
integracion del provirus en el ADN celular, el procesamiento de sus productos proteicos y la
regulacion trascripcional por los productos Tat y Rev virales.

Debido al conocimiento incompleto de la patogenia del VIH, ha sido dificil predecir la
efectividad relativa de inhibidores dirigidos a algunos de estos blancos. Sin embargo, se ha
comprobado la prediccién inicial, referida a que la inhibicién de la replicacién viral in vivo®
resultaria en una disminucién de la carga viral en el paciente. La continua replicacién viral y la
rapida eliminacion de las particulas virales que caracteriza la infeccién por VIH determinan
que incluso una modesta inhibicion de la replicacion viral reduzca la carga viral y aumente las
células CD4", lo que se refleja en un beneficio clinico. Sin embargo la alta tasa de replicacion
del VIH (10" particulas por dia) y la gran frecuencia de error de la transcriptasa inversa dan
como resultado la rdpida emergencia de variantes resistentes a los antivirales. Este problema
se ha observado con todos los compuestos probados clinicamente hasta la fecha, aunque se ha
reducido significativamente gracias a una combinacion de inhibidores de transcriptasa reversa
y de proteasa viral®. Esta estrategia terapéutica reduce considerablemente la carga viral en la
mayoria de los pacientes.
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Capitulo 11

Estructura viral, mecanismos de infeccion y tropismo infeccioso

11.1 Estructura del VIH

Una particula VIH infecciosa estd formada por dos cadenas idénticas de ARN
empaquetadas dentro de un centro de proteinas virales, y rodeadas de una envoltura formada
por una bicapa fosfolipidica derivada de la membrana celular del huésped, pero que incluye
proteinas de membrana codificadas por el virus (Fig. 6).

El genoma del VIH contiene los genes gag, pol y env flanqueados por terminaciones
largas repetidas (LTR) donde se ubican los elementos reguladores que dirigen la expresion
viral (Fig. 7). El gene gag (antigenos grupo especifico) codifica para productos que forman el
esqueleto del virion; el gene pol (polimerasa) para las enzimas esenciales de la replicacion:
transcriptasa reversa, integrasa y una proteasa que procesa los precursores gag-pol; el gene
env (envoltura, Fig. 7) codifica para las glicoproteinas de superficie (SU) gp120 y
transmembranal (TM) gp41 (Fig. 8).

Figura 6. El VIH estd constituido por un nicleo con forma de
cono truncado en el interior de una envoltura esférica (A). El
nucleo estd formado por protefnas y en su interior se encuentran
dos cadenas de d4cido ribonucleico (ARN) que codifican la
informacién genética del virus (B). Por otro lado, la membrana
exterior estd formada por una bicapa lipidica (C) cuya funcién es
aislar al nucleo viral del medio acuoso exterior. Adosados a la
membrana aparecen empotrados, de manera bastante simétrica,
receptores protefnicos con una alta afinidad por las moléculas
CD4 expresadas en la superficie de los linfocitos T y los
macréfagos. El cuerpo del receptor que estd enclavado en la
membrana viral, y estd constituido por la proteina gp4l (D),
mientras que la cabeza que sobresale de ella, estd cubierta por la
proteina gp120 (E), la cual es utilizada por el virus para anclarse
en aquellas células por las que tiene afinidad, infectarlas y
utilizarlas en su proceso reproductivo.
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Figura 8. Gene Env. Los ndmeros
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Las glicoproteinas gp41 y gpl20 son los productos virales mas superficiales y més
antigénicos de la particula viral, los cuales participan en la unién a los receptores celulares y
en la penetracion del virus en la célula.

I1.2 Proceso de infeccion

La infeccion por el VIH se inicia cuando una de las glicoproteinas que componen la
envoltura del VIH (Env) de una particula viral se une en la superficie celular a la molécula
CD4 y a un correceptor miembro de la familia de receptores naturales de quimiocinas. El
complejo Env se compone de una subunidad transmembranal, gp41, y una subunidad externa
asociada no covalentemente, gp120 (Fig. 8). Estas subunidades se generan mediante escision
proteolitica® de un precursor, gp160.

El complejo Env se expresa en forma de estructura trimérica (tres pares) de
gp120/gp41. Este complejo media un proceso de multiples pasos de fusion de la envoltura del
virién con la membrana de la célula blanco. Debido a que existen diversas vertientes en dicho
proceso, se ahondard més sobre éste en el capitulo IV.

El primer paso en este proceso es la unién de las subunidades gp120 a las moléculas
CD4, lo que induce un cambio de configuraciéon que promueve la unién secundaria de las
subunidades gp120 al receptor de quimiocinas'. La uni6n a este correceptor induce un cambio
de configuracién en gp41 que expone una regién hidrofébica, denominada péptido de fusion,
que se inserta en la membrana celular y promueve la fusién con la membrana viral® (Fig. 9).

Las particulas de VIH, una vez liberadas de una célula infectada pueden unirse e
infectar a otra célula. Otra posibilidad es que el virus sea transferido directamente (sin ser
liberado) entre dos células. Dado que las proteinas gp120 y gp41 se expresan en la membrana
plasmadtica de las células infectadas, éstas pueden mediar la fusion célula-célula con una célula
CD4- no infectada que exprese el correceptor, y entonces los genomas VIH pueden
transferirse directamente entre las células fusionadas.
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Figura 9. Proceso que permite la fusién entre membranas del VIH y la célula huésped.

La identificacion de las moléculas CD4 y de los receptores de quimiocinas (CXCR4 y
CCRS) como los correceptores del VIH, se basd en diversos enfoques experimentales y
observaciones clinicas®*>®. Se ha demostrado que mds de siete receptores de quimiocinas
actian como correceptores para la entrada del VIH en las células, y otras proteinas de la
familia de receptores de siete hélices transmembranales acopladas a proteinas G. No obstante,
son dos los principales correceptores de los que el virus se vale para infectar: CCRS (CC
chemokine receptor type 5) y CXCR4 (CXC chemokine receptor type 4). Esta forma surgié
de la clasificacion del virus segin su afinidad por cada uno, recibiendo el nombre de virus RS
y X4 respectivamente, y R5X4 al que tiene capacidad por reconocer ambos correceptores.

I1.3 Clasificacion fenotipica del VIH y su tropismo infeccioso

Tanto los receptores de quimiocinas en la célula como las proteinas de envoltura en el
VIH-1 juegan un papel principal en la infeccion, sirviendo como base para la clasificacion
fenotipica del virus y su tropismo celular.

La nocién de que se requiere un correceptor para la entrada del VIH-1 surgié al
descubrir que la expresion de CD4 no es suficiente para explicar el tropismo del VIH-1 para
diferentes células blanco in vitro'. Una de las razones para llegar a esta conclusién fue la
existencia de distintos tropismos en diferentes aislados VIH-1 para varios tipos de células T



CD4" humanas in vitro. Todas las cepas de VIH-1 infectan y se replican en linfocitos T CD4*
primarios activados; la distinciéon del tropismo emerge cuando se examinaron otras células
blanco. Algunos aislados mostraban una infectividad eficiente para lineas celulares T CD4"
continuas, pero poca infectividad para macréfagos primarios; este fenotipo fue observado
originalmente con aislados que habian sido adaptados en el laboratorio para replicarse en
lineas celulares T y después con algunos casos clinicos®. Tales virus se designaron LCT-
tropicos (Linea Celular T-trépico) y generalmente son inductores de sincicios (un sincicio es
un tejido plurinucleado sin membranas celulares internas de separacion entre los nucleos). Por
otro lado, otras cepas mostraron una preferencia opuesta, infectando macréfagos primarios de
una manera mucho maés eficiente que a las lineas celulares T continuas; a éste tipo se le llamo6
M-trépico (Macréfago-trépico) o no inductor de sincicios. A los aislados que se replicaban
eficientemente en ambos tipos celulares se les denominé dual-trépicos.

Basandose en caracteristicas de replicacion in vitro y efectos citopaticos que
determinan su fenotipo bioldgico, las cepas del VIH-1 se pueden clasificar como inductoras
(SI=Sincitium Inducing) o no inductoras de sincicios (NSI=Non-Sincitium Inducing).

M- trépico

Dual trépico T- tropico

Virus REX4

¥IH con tropisme a ¥IH con tropisme dual ¥IH con tropisme a
Macréfagos lineas célulares T

Figura 10. Esquema que representa la clasificacion del VIH-1 de acuerdo al
fenotipo y el uso del correceptor.

Una diferencia caracteristica entre los dos fenotipos es que las lineas celulares T
CD4", incluyendo las MT-2, se pueden infectar ficilmente con el virus SI, pero no con el
NSP’. Los correceptores principales utilizados por los virus NSI y SI para la infeccién son los
receptores de quimiocinas CCR5 y CXCR4, respectivamente'®'".

Se ha observado que en aproximadamente el 50% de los sujetos infectados por el VIH,
existe una evolucién desde la deteccion del virus que utiliza CCRS (virus RS) en las primeras
fases de la infeccidn, al virus que se une a CXCR4 (virus X4) en las fases tardias de la
enfermedad'>"®. Este cambio estd relacionado con un cambio de los virus aislados: en las
primeras fases del proceso se aislan virus con tropismo por los macréfagos, mientras que en
las fases tardias se aislan virus con tropismo por lineas celulares T (Fig. 10).

Existe una clara tendencia hacia la transmisién del virus R5 en la mayoria de los
pacientes infectados por el VIH-1 ain cuando en individuos infectados por via sanguinea
deberia dominar X4, pues en sangre hay una mayor expresion de CXCR4 debido a patrones
preferenciales de expresion de correceptores y sus respectivos ligandos. Por otro lado se ha
probado que los virus R5 son los que se establecen en mucosas después de la transmision



sexual. Sin embargo, andlisis epidemiol6gicos sugieren que la ruta de infeccién no representa
una influencia mayor en la tasa de progresion a la enfermedad, debido a que en individuos
infectados por via sanguinea deberia dominar el virus X4 y observarse una rapida progresion
al SIDA y a la muerte (como los usuarios de drogas intravenosas, por ejemplo). Lo anterior
argumenta la presencia de una barrera que funciona como un bloqueo fisico insuperable contra
la transmision del virus X4 pues si éste puede transmitirse con éxito, entonces surge la
pregunta del ;por qué el virus X4 no domina en el “pool” de virus que se amplifica durante la
infeccion primaria del virus, en donde RS lleva la delantera?' Después de todo, (in vitro) X4
tiene mas células blanco en los cultivos de células linfoides y hay muchas mas células T
CXCR4™ CD4™ que T CCR5™ CD4"" en la sangre. La hip6tesis mas probable sugiere que los
virus RS (in vivo) tienen una ventaja selectiva sobre las cepas X4 debido a su tropismo
preferencial por las células dendriticas durante la formacion del conjugado célula dendritica-
célula T. Es decir, no es la expresion de CCRS en la célula dendritica lo que determina la
transmision preferencial del virus RS, sino la ventaja proveida a la replicacion del virus R5 por
el conjugado dendritica-T dentro del tejido linfético, funcionando asi como un caballo de
Troya para el VIH, sirviendo como vehiculo de transporte para poder llegar a las células que
expresan CCR5'. Con lo anterior, vemos que R5 simplemente deja fuera de combate a su
contraparte X4 en la carrera por replicarse in vivo, una vez que se transmitieron con éxito.

Es bien conocido que los virus R5 son menos citopéticos que los X4 en timocitos en
cultivo. Ademads, nifios cuyos virus X4 pudieron ser aislados tienen un dafio mayor en la
funcion del timo que aquellos infectados con virus R5. Una cuestién interesante es que el
virus de la inmunodeficiencia simia (VIS) nunca usa el correceptor CXCR4 para infectar,
todas las cepas utilizan CCR5 y algin otro receptor acoplado a proteinas G'°. Esto es
interesante, ya que el sindrome causado por el VIS es mucho menos agresivo que el causado
por el VIH.
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Capitulo III

Variabilidad genética del VIH

El VIH es un miembro de la familia de los lentivirus de los retrovirus animales. Los
lentivirus son capaces de producir en las células infecciones latentes a largo plazo y efectos
citopdaticos a corto plazo, y todos ellos producen enfermedades lentamente progresivas y
mortales, como la degeneracion del sistema nervioso central. Los retrovirus son aquellos virus
que contienen su material genético en forma de ARN. Se han identificado dos variantes
intimamente relacionadas de VIH, denominadas VIH-1 y VIH-2. El primero es el mads
virulento, siendo la causa més frecuente de SIDA y responsable de la pandemia mundial, a
diferencia del segundo, que se diferencia en su estructura genémica y en su antigenicidad,
caracterizdindose por causar un sindrome similar aunque menos patogénico ademds de
permanecer restringido geograficamente en el Africa Occidental.

I11.1 Clasificacion por subtipos

Por otro lado, en base a diferencias en distintas regiones del genoma del VIH-1, éste se
clasifica en subtipos los cuales dependen un tanto de las razas asi como de la distribucién
geografica (Fig. 11). Los subtipos mas conocidos del VIH-1 son A, B, C, D, E, F, G, Hy O.
La diferencia principal de los subtipos es su composicién genética con divergencias del orden
del 30-40% en el gen de envoltura (env) y de un 12-15% en el gene de la coraza (gag)l’z.

En la Figura 11 se muestra una representacion esquemadtica de la filogenia de los
subtipos del VIH y el VIS (Virus de la Inmunodeficiencia en Simios). Los genomas del VIH-1
y VIH-2 tienen una similitud de entre 40 y 50%, mientras que el VIH-2 presenta una
homologia del 75% con el VIS. Estos subtipos del VIH-1 varian con la distribucion geogréfica
y estan distribuidos de un modo diferente por todo el mundo, si bien es cierto que uno de los
subtipos suele ser el preponderante en un drea determinada, en Africa, donde se piensa que la
infeccién es mds antigua, coexisten practicamente todos los subtipos con predominio del A y
el C, mientras que los D, E, F, G, H y O tienen un predominio moderado (Fig. 12).
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En Europa y el continente americano predomina el subtipo B; sin embargo, mientras
que el predominio de los subtipos A, C, D, E y O es muy bajo en América del Norte, o el
subtipo F en América del Sur, en Europa Occidental tienen un predominio moderado y sélo el
subtipo O lo tiene muy bajo. En el sudeste de Asia el subtipo predominante es el E y en el sur
de este continente existe preponderancia del subtipo C, mientras que la presencia del B s6lo es
moderada. Se han descrito subtipos F en Brasil y Rumania, G y H en Rusia y Africa Central, I
en Chipre u O en Camerun pero prevalecen muy poco.

La diversidad genética de los subtipos del VIH estd dada por dos acontecimientos muy
importantes que son mutacion y recombinacion (ver siguiente seccion). Ambas se manifiestan
a lo largo de un genoma viral de 10,000 pares de bases. La enorme diversidad genética del
VIH-1 puede ser atribuida a una extension sin precedentes en la replicacion viral, y a la natural
tendencia al error que existe en el proceso de la transcripcion inversa®. Esta variabilidad es
notable, no sélo entre individuos infectados (variabilidad inter-huésped) sino también dentro
de cada individuo infectado (variacién intra-huésped) tanto con el paso del tiempo como entre
distintos compartimentos. Los tipos celulares o tejidos con un flujo de virus restringido entre
ellos se llaman compartimentos virologicos y se pueden diferenciar de los reservorios
virolégicos (que implican una supresion relativa en la replicacion viral entre tipos celulares o
tejidos), usando un criterio filogenético. La variacion extensiva del VIH, con la que provee las
cuasi-especies del virus con la capacidad de ajustarse a diversas presiones de seleccion como
la inmunoldgica o farmacoldgica, y tienen su origen principalmente de la infidelidad inherente
de la enzima de la transcriptasa inversa en conjuncién con la falta de mecanismos de prueba,
la gran movilidad de viriones y una tendencia hacia la recombinacion.

Estas agrupaciones filogenéticas de las cepas de VIH-1, subtipos y formas
recombinantes son importantes porque sirven como registro histérico de las epidemias de
VIH-1 habidas, resaltando ademds las diferencias en la distribucion geografica y las dreas
donde las distintas variantes son endémicas.
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Figura 12. Distribucién de subtipos de las secuencias VIH-1 colectadas en el mundo. Fuente: Los Alamos
Database http://www.hiv.lanl.gov/components/hiv-db/new_geography/geography.comp




I11.2 Recombinacion genética

La recombinacién desempefia un papel fundamental a la hora de generar variabilidad
genética en el VIH-1, permitiendo al virus escapar de vacunas y/o medicamentos.

Para que la recombinacién genere nueva variabilidad, una célula ha de ser infectada
por dos provirus diferentes, ya sea simultdnea (infeccion dual o multiple) o secuencialmente
(superinfeccion), de manera que se produzca el encapsulado de un transcrito de ARN de cada
provirus en un mismo virién heterocigoto. Debido a su forma de operar, transitando entre
distintas hebras, la enzima transcriptasa inversa (que copia el ARN viral en DNA celular)
favorece una elevada frecuencia de recombinacion. Después de la infecciéon de una nueva
célula, la transcriptasa inversa generard una nueva molécula de ADN retroviral que serd
recombinante de los dos genomas parentales. En individuos que hayan sido infectados por
virus genéticamente diferentes se pueden generar asi combinaciones gendmicas originales y
muy diferenciadas.

Por tanto, para que se genere una nueva particula virica recombinante portadora de
nuevas combinaciones genéticas deben ocurrir dos procesos diferentes, en primer lugar una
célula debe ser co-infectada por al menos dos particulas viricas y en segundo lugar, durante el
proceso de replicacién del virus la enzima transcriptasa inversa debe copiar ADN procedente
de los distintos virus en una misma secuencia, formando un mosaico genético. Este dltimo
proceso sucede de manera frecuente debido al modo en que ocurre la replicacion.

En los ultimos afios se ha intensificado el interés por descubrir nuevas formas
recombinantes del VIH-1 (CRF, de sus siglas en inglés Circulating Recombinants Forms),
aunque muchas de las nuevas CRFs no se han publicado. La Figura 14 muestra un arbol
filogenético reconstruido, inferido del gene env basado en alineamientos de todas las
secuencias no recombinantes’, donde se puede observar la divergencia entre subtipos; a
diferencia de la Figura 11, ésta trata s6lo de la diversidad del gene env, no del genoma
completo.

En el afio 2000 se realizé un andlisis’ a partir de un monitoreo sobre la dindmica de la
dispersion global del VIH-1, y dio como resultado que la proporcién més grande de todas las
infecciones por VIH-1 en todo el mundo y en ese ano fue debido al subtipo C (47.2%),
mientras que el subtipo A/CRF02_AG constituy6 la segunda causa de todas las infecciones
(27%), seguido del subtipo B (12.3%). En el mismo andlisis se confirmé que el papel de los
CRF es importante en la pandemia y su impacto en ésta va incrementando con el tiempo. Los
efectos de la recombinacion y superinfeccion con multiples cepas o subtipos del VIH y VIS se
han revisado en detalle’. Sin embargo, la evolucién de una segunda generacién, un
recombinante interCRF entre CRFO7_BC y CRF08_BC, fue descubierta meses antes en la
provincia Yunnan de China’, justificando de ese modo la caracterizacién del drea del sudeste
de Asia que incluye el oeste de Yunnan y Burma como un “crisol de culturas” de
recombinacién para el VIH-1%.

Es importante notar que tales hallazgos pueden reflejar una ventaja selectiva de nuevas
formas recombinantes, alguna de las cuales exhiben estructuras de un virién seudo tipo con las
secciones externas de sus glicoproteinas de envoltura intercambiadas con cepas de distintos
linajes sobre cepas paternas mas simples como ya se observé antes’, colocando asi un reto
adicional para los investigadores en el desarrollo de vacunas y terapias efectivas.
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Figura 14. Arbol filogenético del gene env de secuencias de referencia no recombinantes
del VIH-1. Fuente: Los Alamos National Laboratory, http://hiv.lanl.gov/.

Por otro lado, en diversos estudios experimentales se ha encontrado una capacidad
similar de replicaciéon del VIH-1 dentro de las células del linaje de los monocitos entre
diferentes subtipos genéticos. En estas células las clonas NSI se replican mds eficientemente
que las SI. La emergencia del genotipo SI estd asociada con un decline acelerado de células T
CD4+ y una progresion mds rapida hacia el SIDA en sujetos infectados por el VIH-1
hospedando no sélo el subtipo B sino también otros subtipos genéticos tales como el E e
incluso el recombinante CRFO2_AG, que prevalece en el centro y oeste de Africa, como se
describi6 recientemente. En nifios infectados por el VIH-1, supuestamente con el subtipo B,
también se ha asociado el cambio en el uso del correceptor CCRS en CXCR4 con la
progresion acelerada a la enfermedad; mads atn, ya se ha mostrado una asociacion significativa
entre la disminuciéon de los niveles de CD4+ y la severidad de la enfermedad, aunque es
interesante observar que el cambio en el uso del correceptor aparecié meses o incluso afios
después del comienzo del deterioro inmunoldgico en pacientes pedidtricos infectados con
subtipos A, D o CRFO1_AE, sugiriendo asi que los virus X4 pueden emerger como una
posible consecuencia de la deficiencia inmune.







1 Burke, D. S. and F. E. McCutchan. 1997. Global distribution of human immunodeficiency virus type 1
clades. AIDS: Biology, Diagnostics, Treatment and Prevention. Ed. Lippincott-Raven Publishers, New
York. 119 - 126.

2 Crandall K.A., D.A. Vasco, D. Posada and H. Imamichi. Advances in understanding the evolution of
HIV. AIDS 1999. 13 (suppl): S39 — S47.

3 Roberts, J. D., K. Bedenek, and T. A. Kunkel. 1988. The accuracy of reverse transcription from HIV-1.
Science. 242:1171 - 1173.

4 T. Leitner, B. Korber, M. Daniels, C. Calef, F. Foley, Subtypes & CRF’s, Los Alamos National Laboratory,
Los Alamos http://hiv.lanl.gov/

5 Osmanov S, Pattou C, Walter N, Schwardlander B and Esparza J. J Acquir Immune Defic Syndr 2002. 29:
184-190.

6 Blackard JT, Renjifo B, Fawzi W, Hertzmark E, Msamanga G, Mwakagile D, Hunter D, Spiegelman D,
Sharghi N, Kagoma C and Essex M. Virology 2001. 287: 261-265.

7 Yang R, Kusagawa S, Zhang C, Xia X, Ben K and Takebe Y. J Virol 2003.77: 685-695.
8 Takebe Y, Motomura K, Tatsumi M, Lwin HH, Zaw M and Kusagawa S. Aids 2003. 17: 2077-2087.
9 Delgado E, Thomson MM, Villahermosa ML, Sierra M, Ocampo A, Miralles C, Rodriguez-Pérez R, Diz-

Aren J, Ojea-de Castro R, Losada E, Cuevas MT, Vazquez-d Parga E, Carmona R, Perez-Alvarez L,
Medrano L, Cuevas L, Tabeada JA and Najera R. J Acquir Immune Defic Syndr 2002. 29:536-543.



Capitulo IV

Proteinas de envoltura del VIH-1: gp120 y gp41

El complejo de glicoproteinas de la envoltura del VIH (Env) consiste de dos
subunidades asociadas no covalentemente, gpl20 y gp41, formando una especie de espiga
trimérica (en realidad cada espiga estd formada por tres subunidades idénticas 0 mondémeros
de gp41 y tres gpl20, Fig. 15) que sobresale de la membrana viral. Los viriones del VIH-1
contienen alrededor de 14 espigas por particula. Atdn no existe evidencia de un espaciamiento
periddico de sus espigas pero la distancia més pequefia de separacion que se ha encontrado
entre éstas es de ~15nm'. Ademds se ha encontrado una tendencia a formar cimulos de
espigas de al menos siete miembros separadas por distancias menores a 30nm y que un
aumento en el nimero de espigas por virién estd correlacionado con un incremento en la
infectividad, por lo que la eficiencia en la fusiéon podria depender de la densidad local de
espigas.

Gp41 y gpl120 son sintetizadas inicialmente como un precursor unico (gp160), el cual
es procesado por una proteasa celular. La gpl120 es la proteina mds externa y contiene los
sitios especificos necesarios para la union del virus a las células blanco. La gp4l es
transmembranal y contiene las estructuras requeridas para la oligomerizacién del complejo, su
fijacién a la membrana viral y los dominios requeridos para la fusién de las membranas viral y
celular.

El mecanismo molecular de la fusion virus-célula y la estructura del complejo
gpl120/gp41 han sido objeto de una investigacién intensa™, de la cual se ha derivado un
modelo general de fusién, en el que una estructura altamente organizada del complejo
gp120/gp41 atraviesa por una secuencia de complejos cambios conformacionales (Fig. 16) y a
su vez tolera una alta variabilidad en su secuencia de aminodcidos. El correceptor se une a una
regién constante entre la base del rizo V1 y V2 de gp120 conocida como el “bridging sheet™
(Fig. 18).

Figura 15A. Espigas del VIS (abajo) y VIH (arriba), se pueden apreciar algunos
cimulos delimitados con rojo, los cuales no se observan en el virus de
inmunodeficiencia de los simios. Longitud barra negra = 50nm. Fuente: [31].
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Figura 15B. Morfologia en 3D y dimensiones de las espigas, donde se observan las regiones
sobresalen en la asociacién de las dos proteinas gpl120/Gp41, como las regiones supervariables
supervariables expuestas (V3 en amarillo y V1/V2 en naranja) de gp120 y la localizacién de los sitios
de unién a CD4 (rojo). Gp4l queda cubierta por gpl20 y sélo se logra observar la regién
transmembranal como una especie de pies sobre la membrana viral. Fuente: [31].

La interaccion correceptor-Env estd fuertemente influenciada por el rizo adyacente V3
constituido por una cadena de 36 aminodcidos. La estructura del complejo monomérico gp120
con CD4 indica que la unién a esta molécula induce el que gp120 exponga el sitio de unién
para el correceptor, una regién muy conservada situada en su centro’.

La interaccion gpl120-CD4 induce un cambio conformacional en Gp4l, la cual se
transforma en una estructura extendida transitoria e inestable, en donde la formacion de un
trimero enrollado sobre su parte N-terminal ayuda a que el extremo amino terminal (péptido
de fusién) se exponga, favoreciendo su insercién dentro de la membrana blanco®’. Finalmente,
el paquete de tres C-hélices enrolladas antiparalelas de gp41 forma una estructura compacta
compuesta de tres hélices N y tres hélices C (paquete de seis hélices o también llamado
“hairpin”)®. Este drdstico cambio conformacional parece proveer la energia libre para la
fusion de las membranas celular y viral.

Aunque los modelos estructurales tratan de definir una regién crucial para la
interaccion de Env con la molécula correceptora, estudios funcionales indican que la funcién
del correceptor es bastante compleja9’10. La interaccion del “bridging sheet” con el correceptor
estd fuertemente influenciada por el lazo adyacente V3''. En este caso la presencia de residuos
cargados positivamente (R o K) en la posiciéon 11 y 25 de V3 (ver Fig. 17 y 18) en el capitulo )
estd asociada con el fenotipo inductor de sincicios (X4), mientras que las secuencias que no
presentan esas sustituciones estdn asociadas a las cepas no inductoras de sincicios (RS5). A esta
regla se le conoce como 11KR/25K'%. Sin embargo, tales condiciones no son siempre
suficientes para conferir un fenotipo particular. Ademds, estudios realizados con anticuerpos
monoclonales anti-CCRS5 han demostrado que un dominio en el lazo extracelular 2 (ECL2) de
CCRS, criticamente importante para la funcién del correceptor durante la infeccidén, no
participa en la unién con gpl20". Otros estudios indican se requiere de una estructura
compleja que involucra todas las regiones extracelulares del correceptor para la interaccién



con Env'®. Tales observaciones sugieren que los correceptores estdn involucrados en otros
pasos del proceso de fusion entre membranas, ademds de la funcién de unirse a gp120. Con
estos antecedentes, resulta razonable suponer que sustituciones localizadas en otras regiones
hipervariables de FEnv puedan alterar el mecanismo de la determinacion del
fenotipo/correceptor, ya sea por medio de la misma gpl20 o en el ectodominio de Gp4l
(Gp4l-e).

MEMBRANA
VIRAL

[cP41
[ACOPLAMIENTO) -
RECEPTOR UNION AL
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C’ . p.

- T

MEMBRANA ICORR! EC EPTOR|
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Figura 16. Esquema del VIH con sus proteinas de infeccion: Gp41 atravesando la membrana viral, asociada a gp120 y la
membrana de una célula blanco que expresa la molécula CD4 y el correceptor transmembranal determinante para que el virus
infecte. En cada recuadro se ilustran los pasos mds probables que rigen el proceso de fusién. A) Acoplamiento entre Env y la
molécula CD4, abajo se aprecia el correceptor en color naranja en la membrana celular B) Reconocimiento de gp120 con el
correceptor donde se intenta ilustrar el cambio de conformacién en ésta proteina durante este paso. C) Liberacién de gp41 y
su péptido de fusién (HRI1: parte amino terminal en rojo), la parte morada indica la parte carboxiterminal (HR2). D)
Acercamiento en la formacion del paquete de seis hélices (“o hairpin’), donde las N (rojas) quedan cubiertas por las hélices
C (moradas) que se encuentran mds expuestas. En las Figuras 18, 19 y 20 se encuentran los esquemas tridimensionales de
ambas glicoproteinas de envoltura del virus y del receptor CD4.

Figura 17. Modelos estructurales de cinta
para las proteinas gpl20 y gp4l
respectivamente.  Izquierda: existe una
localizacién de los sitios de unién de esta
proteina a CD4 (puntos amarillos) y al
correceptor  (puntos  azules). Derecha:
representacion tridimensional del trimero
gp41. Los colores son para diferenciar en la
localizacion espacial entre un mondémero y
otro idéntico, nétese el antiparalelismo entre
hélices, existe una cierta inclinacion.

© Residues involved in CD4 binding
© Residues involved in coreceptor binding

Figura 18. Izquierda: Modelo estructural de
cinta de gpl20. En rojo se muestra el
dominio interno (la parte que queda hacia
dentro en la conformacién del trimero) y en
amarillo el externo, donde se encuentra el
lazo V3 en la parte de abajo, V4 y V5 arriba.
En azul el llamado “bridging sheet” y las
regiones V1/V2. Derecha: mismo modelo
pero ahora se resaltan las regiones que
interactian con el receptor CD4 y el
correceptor CCRS. Noétese que ésta ultima
coincide con la localizacién del lazo V3.
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Figura 19. Izquierda: Monémero de gp41 perteneciente al subtipo B del VIH-1. Los colores de aminoécidos van desde las
posiciones mas conservadas hasta las mas variables, desde el blanco hasta el morado respectivamente; esta variabilidad se
sigue cumpliendo en general, atin cuando el virus pertenezca a otro subtipo. También pueden observarse los 4 sitios de
glicosilacion en la hélice izquierda (hélice C). Derecha superior: vista desde arriba del paquete de seis hélices. Derecha
inferior: modelo que describe cémo estdn distribuidos los aminoécidos de las dos hélices" , las flechas indican el sentido de la
numeracién. Los circulos naranja son las posiciones que interactian mds cercanamente entre las hélices internas N36; los
amarillos son aquellas posiciones de las hélices N36 y C34 que ocupan un espacio interhelical entre dos N36 y una C34. C34
se representa con una forma eliptica con el fin de mostrar la orientacion oblicua con respecto a la N36 (la zona gris indica la
ligera inclinacién de C34 hacia la hélice derecha de N36 en el fondo del trimero.



Interacciones entre las hélices Ny C de Gp41

Péptidos sintéticos correspondientes a la secuencia de las hélices C y N (péptidos C4 y
N36) se auto asocian en solucién, formando una estructura compacta como la mostrada en la
Figura 20.

El paquete consta de tres hélices C34 orientadas en antiparalela con tres hélices de
N36'C. Estas interactian con las N36 principalmente a través de residuos hidrofébicos en tres
ranuras sobre la superficie del trimero central. Comparaciones de secuencias de Gp41 del VIH
contra secuencias del VIS muestran que los residuos que se alinean en esas ranuras son muy
conservados entre los dos virus, mientras que los residuos en N36 que se encuentran a
costados de las C34 son muy divergentes entre el VIH y el VIS'". En el diagrama de la Figura
19 los residuos en C34 se muestran como elipses para indicar la inclinacién oblicua de las
hélices C34 relativa a las N36 y para enfatizar que C34 no es parte de la “rosca” o “carrete”
que se forma al centro. Los residuos en las posiciones e y g de las hélices N36 caen en la parte
externa del carrete central y dispuestas dentro de un espacio interhelicoidal triangular entre
dos hélices N37 y una hélice C34 como apoyo. En general, los residuos en las posiciones a y d
del paquete C34 estan enfrente de los residuos en las posiciones e y g de las N36, aunque
puede haber contacto con otras posiciones.

Comparaciones entre Gp41 de VIH y VIS, no existen cambios no-conservativos en e y
g de N36 y s6lo dos ocurren en las posiciones a y d de C34. Por el contrario, ocurren 8 de 9
cambios no-conservativos en la hélice N36 en las posiciones expuestas f, b y ¢, mientras que
13 de 15 cambios no-conservativos ocurrieron en la hélice C34 exceptuando a 'y d.

La secuencia de la region N de Gp41 estd entre las mds conservadas dentro de toda la
envoltura del VIH, lo cual es probable que resulte de una presién selectiva en las posiciones e
y g con el fin de retener las interacciones con el péptido C34, asi como en las posiciones a y d
para mantener interacciones triméricas en el carrete central.

Cada uno de los surcos en la superficie del trimero N36 tiene una profundidad
particular. Esta cavidad es relativamente grande (largo ~16A, ancho ~7 A y profundidad 5-6
A) y acomoda tres residuos hidrofébicos de la hélice C34: lle-635, Trp-631 y Trp-628.

Estudios anteriores encontraron que mutaciones en sitios que estabilizan esta estructura
inhiben la fusiéon de membranas. Esto sugiere que las interacciones entre N36 y C34 son
criticas para que se lleve a cabo la fusién y por lo tanto la infeccién. Por lo que se considera
que el paquete mostrado en la Figura 20 representa el estado fusogénico de Gp41.
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Figura 20. Izquierda: Los péptidos C34, representados con el esqueleto azul, se
encuentran frente a la representacion en superficie del trimero N36. Los residuos en la
superficie del trimero N36 que son idénticos entre el VIH y el VIS estdn coloreados en
blanco y los no idénticos en verde. Nétese que la hélice C34 se empaqueta en un surco
conservado (blanco) sobre la superficie del trimero mientras que las regiones no
conservadas (verdes) de N36 se encuentran la mayoria expuestas. Centro: residuos que
encajan dentro del paquete C34 en magenta (Ile-635, Asp-632, Trp-631 y Trp-628).
Derecha: Los residuos que forman la cavidad en el carrete N36 se encuentran etiquetados.
Esta orientacion estd rotada ~30° hacia la izquierda con respecto a la imagen central para
facilitar la visualizacion de todas las cadenas laterales. Fuente: [45].
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Capitulo V

Fuerzas de uniéon en moléculas biolégicas y estructura de los
correceptores utilizados por el VIH

La mayoria de las fuerzas que proveen estabilidad y especificidad a la estructura
tridimensional de macromoléculas son interacciones no covalentes. Estas interacciones
individualmente débiles pero colectivamente fuertes, incluyen puentes de hidrégeno,
interacciones idnicas entre grupos cargados, interacciones de van der Waals e interacciones
hidrofébicas entre grupos no polares. Estas interacciones débiles son temporales;
individualmente forman y rompen en fracciones pequefias de un segundo. La naturaleza
transitoria de interacciones covalentes da a las macromoléculas una flexibilidad que es critica
para su funcién. M&s atn, el gran nimero de interacciones no covalentes en una
macromolécula sola, hace improbable que en algin momento dado todas las interacciones se
rompan; asi las estructuras macromoleculares son estables en el tiempo.

En este capitulo se dard una breve resefia sobre interacciones covalentes y no
covalentes.

Tabla 1. Enlaces quimicos covalentes y no covalentes.

Tipo de enlace Longitud [nm] Fuerza [kcal/mol]
En el vacio En el Agua
Covalente 0.15 90 90
No Covalente I6nico 0.25 80
Hidrégeno 0.30 4 1
Fuerzas de van der 0.35 0.1 0.1
Waals
(por 4tomo)

V.1 Interacciones No Covalentes

Las interacciones moleculares no covalentes son mds débiles que los enlaces
covalentes porque no son el resultado de compartir pares de electrones entre atomos. A
continuacion describiremos brevemente aquellas de mayor relevancia en sistemas biolégicos.

Interacciones electrostaticas

También llamadas enlaces i6nicos, resultan de la atraccion o repulsion electrostética
entre dos grupos ionizados de carga opuesta, tales como un grupo carboxilo (-COO’) y un
grupo amino (-NH3"). En disolucién acuosa, estos enlaces son relativamente débiles
comparadas con su magnitud en el vacio (Tabla 1), pero en ambientes hidrofébicos, tales
como las zonas protegidas del agua en el centro de las moléculas de proteina o determinadas
zonas de contacto proteina-proteina, son mucho mas fuertes. La expresion matemadtica para
esta fuerza es

qQ

 4ze d>



en donde ¢g y Q son las magnitudes de carga eléctrica de las moléculas y d es la distancia entre
ellas.

Puentes de Hidrégeno

Los enlaces de hidrégeno determinan la estructura secundaria de las proteinas y el
apareamiento de bases complementarias en los 4cidos nucleicos. Resultan de la atraccién
electrostética entre un atomo electronegativo, como el N o el O, y un dtomo de H que se
encuentra unido covalentemente a un segundo dtomo electronegativo:

La formacién de puentes de hidrégeno reversibles entre grupos hidréfilos como -OH, -NH2 y
COOH depende mucho del acercamiento intimo de las dos moléculas que les poseen.
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Figura 21. Enlace de Hidrégeno entre dos
moléculas de agua debido a la atraccién
electrostdtica del dtomo de Oxigeno de una de
ellas con el de Hidrégeno de la otra.

Aunque los enlaces de H son mucho més débiles que los enlaces covalentes, resultan
ser del mismo orden que los enlaces i6nicos en un medio acuoso. La exclusion de moléculas
de agua entre las cadenas laterales reactivas aumenta considerablemente la energia de la unién
a través de la marcada reduccion de la constante dieléctrica.

Interacciones hidrofobas

Del mismo modo en que las gotitas de aceite en agua se congregan para formar una
sola gota grande, asi los grupos hidréfobos no polares como las cadenas laterales de la valina,
leucina y fenilalanina tienden a asociarse en un medio acuoso. La fuerza propulsora de esta
unién hidréfoba se origina en el hecho de que el agua en contacto con moléculas hidréfobas,
con las cuales no puede formar puentes de H, se asociard con otras moléculas de agua pero la
cantidad de configuraciones que permiten la formacion de enlaces de hidrégeno no serd tan
grande como la que hay cuando se encuentran completamente rodeadas por otras moléculas de
agua, es decir que la entropia es menor. Cuanto mayor sea el drea de contacto entre el agua y
las superficies hidréfobas, mds baja serd la entropia del sistema y mayor el estado energético.
Por consiguiente, si los grupos hidréfobos de dos proteinas se acercan de modo que se
excluyan las moléculas de agua entre ellos, la superficie neta en contacto con el agua se reduce
y las proteinas adoptan un estado energético menor que cuando estdn separadas, o en otras
palabras, hay una fuerza de atraccién entre ellas.
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Figura 22. Arriba, las moléculas de agua estin
ordenadas al interactuar con el sustrato y la
enzima. Abajo, el agua se encuentra desordenada,
desplazada por la interaccién enzima-sustrato,
interaccion estabilizada por enlaces de hidrégeno e
interacciones hidrofébicas.

Interacciones de van der Waals

Conforman el tipo mds débil de fuerza intermolecular que puede darse en la naturaleza
y es una de las interacciones no covalentes que estabilizan la estructura de las proteinas.
Dependen de la interaccion entre las nubes de electrones externas de los dtomos. Son fuerzas
de origen eléctrico que pueden tener lugar entre dipolos inducidos fluctuantes o entre dipolos
permanentes.

Las fuerzas entre dipolos fluctuantes se producen entre moléculas no polares como es
el caso del O,, N, y Cl,. Las nubes electrénicas de las moléculas o de los dtomos sufren
oscilaciones y producen dipolos con una orientacién determinada, pero de vida muy breve ya
que un instante después el dipolo tiene una orientacion distinta. Estos dipolos inducen otra
deformacion en las moléculas contiguas y originan fuerzas de atraccion entre ellas.

Las fuerzas entre dipolos permanentes se producen cuando las moléculas son polares,
como el diéxido de azufre (SO,) o el mondxido de carbono (CO), y existe atraccién entre el
dipolo de una molécula y el de otra molécula contigua. Estas fuerzas siguen siendo débiles
pero son mads intensas que las fuerzas de dispersion y, aunque éstas siguen existiendo,
predominan las de atraccién dipolo-dipolo.

La expresion matemdtica para la fuerza de atraccion entre dos moléculas se puede
escribir as{
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y como consecuencia ésta aumenta con rapidez a medida que las moléculas que interaccionan
se acercan mas y mas.
Por otro lado existe una interaccién derivada del principio de exclusién de Pauli, de
naturaleza repulsiva. Esta fuerza es responsable de que tanto los dtomos como las moléculas

no se colapsen. Su forma matemaética es la siguiente

1

Este tipo de dependencia subraya una caracteristica esencial comun a los cuatro tipos
de fuerzas y es que es necesario que las moléculas estén muy proximas para que adquieran una
magnitud significativa, en contrapartida con las interacciones electrostiticas que son de largo
alcance. Esto es esencial, por ejemplo, para el reconocimiento del antigeno con el anticuerpo.
Las formas complementarias de la nube de electrones en el sitio de combinacién del
anticuerpo y el determinante superficial del antigeno permiten que las dos moléculas encajen
perfectamente una en la otra, de manera que la distancia intermolecular disminuye mucho y
las fuerzas de interaccidn proteica inespecificas aumentan considerablemente; cuanto mayores
son las dreas del antigeno y el anticuerpo que participan en la unién, mayor es la fuerza de
atraccion, en particular si hay oposicion de cargas opuestas y agrupaciones hidréfobas.
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+) Energia de repulsién Figura 23. Dependencia de la energia de
‘t interaccién (atractiva: negativa o repulsiva:

positiva) con la distancia de separacién entre
dos dtomos. U es la energfa total. Cada dtomo
tiene un ‘“radio de van der Waals”. Dos
dtomos se atraen maximamente a una
Energia de atraccion distancia igual a la suma de sus radios
(minimo en la curva).
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V.2 Interacciones Covalentes

En las soluciones acuosas, los enlaces covalentes son de unas 10 a 100 veces mas
fuertes que el resto de fuerzas de atraccion entre d&tomos y sus conexiones permiten definir los



limites entre moléculas distintas. Sin embargo la mayor parte de la biologia depende de las
interacciones especificas entre distintas moléculas. Esta union entre moléculas se facilita por
un conjunto de atracciones no covalentes que individualmente son bastante débiles, pero cuyas
energias de enlace pueden sumarse de manera cooperativa dando lugar a una fuerza efectiva
entre dos moléculas independientes. En la Tabla 1, se compara la fuerza de diferentes tipos de
interacciones con un enlace covalente tipico, en presencia y ausencia de agua a causa de su
importancia fundamental en todos los sistemas biol6gicos.

Por definicién una estructura polar (en el sentido eléctrico) es aquella que presenta una
densidad de carga positiva concentrada en uno de sus extremos y una densidad de carga
negativa concentrada en el otro extremo, siendo su carga neta igual a cero. Por lo tanto los
enlaces covalentes en los que los electrones se comparten de una manera no equitativa se
conocen como enlaces polares covalentes. Por ejemplo, los enlaces covalentes entre un
oxigeno y un hidrégeno, -O-H, o entre un nitrégeno y un hidrégeno -N-H, son polares,
mientras que en el enlace entre un carbono y un hidrégeno, -C-H, los electrones son atraidos
de manera més equitativa por ambos dtomos, por lo que el enlace es relativamente no polar.

Los enlaces covalentes polares son muy importantes en biologia, ya que originan
dipolos permanentes que permiten a las moléculas interactuar por medio de fuerzas
electrostdticas. Cualquier molécula grande con muchos grupos polares tendrd una
configuracion de cargas parcialmente positivas y negativas en su superficie. Cuando encuentre
una segunda molécula con una serie complementaria de cargas, ambas se atraerdn a través de
interacciones dipolares permanentes.

e . . . . 1
V.3 Quimiocinas y sus receptores: regulacion de la respuesta inmune

En un organismo, procesos como la morfogénesis embrionaria, la reparacién de
heridas, la regeneracion tisular o la propia respuesta inmune entre otras, dependen del
movimiento organizado de las células. El proceso de migracion celular es de hecho un proceso
altamente coordinado en el que participan multitud de moléculas.

En el caso del sistema inmunoldgico, la migracién de células es importante no sélo en
los procesos de extravasacion que se producen durante la respuesta inflamatoria, sino que
también representa un punto clave en la homeostasis del propio sistema. La migracién de
leucocitos desde el torrente circulatorio hasta un tejido determinado es un proceso muy
regulado en el que participan de forma orquestada muchas proteinas.

Las quimiocinas son una familia de proteinas de bajo peso molecular (8-14KDa) con
un alto grado de homologia, que originalmente fueron identificadas por su capacidad
quimoatrayente, actuando sobre distintas poblaciones leucocitarias. Estructuralmente, las
quimiocinas son proteinas muy relacionadas entre si. Presentan cuatro residuos de cisteina
altamente conservados y en funcioén de la disposicion de dos de ellos, los mds cercanos al
extremo amino terminal, se puede establecer una primera clasificacién en cuatro familias. Asi,
clasicamente se definen las quimiocinas CC, donde los dos residuos de cisteina estdn
adyacentes y las quimiocinas CXC que presentan un residuo aminoacidico entre las dos



primeras cisteinas. Las dos familias restantes son XC y CX3C.

Al primer grupo, pertenecen las quimiocinas que juegan un papel relacionado con la
propia organizacion estructural del sistema inmune, es decir, con los procesos de homeostasis;
entre ellas estin SDF-1a, TECK o SLC, que son expresadas constitutivamente en tejidos
especificos. En el segundo grupo se incluyen aquellas quimiocinas relacionadas con procesos
inflamatorios, cuya liberaciéon es inducida por diferentes estimulos como por ejemplo
citocinas, y que estdn implicadas en la infiltracion de distintos tipos celulares como
macréfagos, linfocitos, neutréfilos, etc. que ocurre durante la inflamacion. En este grupo se
incluyen por ejemplo IL-8, IP-10, MIG, MIPs o RANTES 8,

Las quimiocinas ejercen su funcion uniéndose a receptores especificos que se expresan
en la membrana de otras células. Estos receptores pertenecen a la familia de receptores de siete
dominios transmembranales acoplados a proteinas G, GPCRs (del inglés “G Protein-Coupled
Receptor”), y estan formados por una tinica cadena polipeptidica de unos 350 aminoécidos. Al
atravesar siete veces la membrana plasmatica, tanto el extremo amino terminal como tres de
los bucles que unen los dominios transmembranales quedan expuestos hacia el exterior de la
célula, participando en la unién del ligando, mientras que el extremo carboxi terminal y otros
tres bucles se orientan hacia el interior de la célula y participan principalmente en la
transmision de la sefal intracelular.

Los receptores de quimiocinas presentan como caracteristica importante la presencia de
la secuencia DRYLAIV en el segundo bucle intracelular, que es critica para su funcién. Es
interesante notar que en el caso del receptor llamado CCR2, la mutacién de la tirosina del
dominio DRY por una fenilalanina resulta en un receptor no funcional.

V.5 Funcion biologica y estructural de los correceptores del VIH

Los virus han evolucionado para reconocer una variedad de moléculas superficiales en
la célula y utilizarlas para poder insertar sus genomas dentro de la misma. El término receptor
del virus se utiliza cominmente para aquellas moléculas superficiales que originalmente no
fueron disefiadas para servir como receptor del virus y en la mayoria de los casos no
transmiten ninguna sefal hacia el interior de las células después de la unién sino que son los
mismos componentes del virus los que se transmiten.

En la evolucién del VIH, sus actualmente denominados correceptores pudieron haber
servido inicialmente como receptores pues se podria pensar que el receptor “primario” CD4
sea una adaptacion mads reciente. Lo anterior estd soportado por diversos hallazgos donde se ha
observado que CXCR4 uno de los principales correceptores del VIH puede mediar la
infeccion de células que no expresan CD4” por el VIH-2. Por otro lado, aislados del virus de la
inmunodeficiencia de los virus (VIS) puede también infectar células CD4 utilizando
solamente el otro principal correceptor CCR5 como una molécula receptora, indicando asi una
posible evolucion en el sentido correceptor-receptor. Sin embargo debido a que toda la
importancia clinica de los aislados del VIH son criticamente dependientes de CD4 y en la
mayoria de los casos el virus utiliza CXCR4, CCRS5 u otras moléculas ademds de CD4 para
obtener la entrada dentro de las células, CD4 permanece designado como receptor primario
para el VIH.

Ademads de proveer nuevas perspectivas en aspectos fundamentales de la transmision y
patogénesis del VIH-1, el papel de los correceptores tanto bioldgica como estructuralmente



constituye un nuevo camino para el desarrollo de estrategias preventivas y terapéuticas
novedosas para combatir la epidemia del SIDA. Por lo anterior, esta seccion estd dedicada a
ahondar un poco mds sobre la caracterizacion de CXCR4 y CCRS para tener un mejor
entendimiento de la interaccion de éstos con las proteinas de envoltura del VIH-1: gp120 y
gp4l.

Como ya se dijo antes, los receptores naturales de quimiocinas CXCR4 y CCRS son
los més importantes en el proceso de infeccién por el VIH®. Casi todos los receptores son
selectivos para una clase de quimiocinas.

La molécula CXCR4 contiene dos sitios de glicosilacion potencial (ir al apéndice A
para una explicacién més amplia sobre este concepto), uno en la parte amino terminal y otro
en el segundo lazo extracelular (Fig. 24A), mientras que CCRS tiene s6lo uno en el tercer lazo
extracelular (Fig. 24B). La parte C-terminal de ambas moléculas es rica en Serinas (muy
conservadas) y residuos de treonina. Los residuos altamente conservados de cisteina, que se
cree forman parte de puentes disulfuro entre el primer (ECL1) y segundo (ECL2) lazo
extracelular, la parte N-terminal y el tercer (ECL3) lazo extracelular, respectivamente, pueden
conferir en ellos una forma de barril, llevando los dominios extracelulares a una mayor
cercania entre ellos (Figura 24C).
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Figura 24. (A) y (B) Representaciones bidimensionales de los receptores CXCR4 y CCRS respectivamente. Como se
observa, no parece haber una diferencia estructural significativa. Cada circulo representa un aminodcido. La parte amino
terminal se encuentra extracelular semejandose en forma a la letra “S”. (C) Modelo de cinta para el receptor CXCR4 que
muestra las siete hélices que atraviesan la membrana celular (en (A) y (B) estdn atravesando la parte oscura que simula la
membrana celular) para formar 3 rizos en la superficie y una especie de cola (arriba) quedando expuestos y libres para
interactuar ya sea con sus ligandos naturales (quimiocinas) o con cualquier molécula que tenga afinidad por €1, como es el
caso de las proteinas de envoltura del VIH. Lo mismo aplica para CCRS. Fuente: [34].



En lo que respecta a CCRS5, su segmento amino terminal contiene 30 residuos
aminodcidos, entre los cuales dos son cargados positivamente y tres negativamente, mas aun,
todos las cargas negativas se encuentran dentro de la regién de aminoécidos del 1 al 19 (hacia
la punta), mientras que los cargados positivamente estdn cercanos al dominio
transmembranal.

El hecho de que hasta el afio 2003 ningin receptor de quimiocinas habia sido
cristalizado y a que no se habian determinado sus estructuras 3D experimentalmente, no se
tenia un modelo 3D confiable de CCRS usando el método de modelaciéon por homologia. Sin
embargo, aunque la rodopsina tiene una homologia de secuencia baja con CCRS5 (~20%), ésta
pertenece a la familia de las GPCR’s y su estructura cristalina despliega una caracteristica
conformacional explicita del enrollado de siete hélices transmembranales, ademas la identidad
en la secuencia transmembranal entre CCRS y la rodopsina es de alrededor del 30%, lo que
ayudaba a generar modelos donde la mayoria de los &tomos de carbono de las hélices estén en
las posiciones correctas con un error de 3.5A% Sin embargo, en el 2003 Shuqun Liu et. al.’
realizaron una caracterizacion funcional y estructural de CCRS en conjuncién con gp120 y
CD4 por medio de estudios de modelado molecular, donde se investigaron los puentes de
hidrégeno e interacciones de van der Waals entre CCRS y gp120. Obtuvieron tres modelos
instantdneos de CCR5-gp120-CD4, revelando que interacciones iniciales de CCRS con gp120
estan involucradas en la regiéon amino terminal negativamente cargada de CCRS y la regién
del “bridging sheet” de gpl120. Mas aun, fuertes interacciones ocurrieron entre ECL2 de
CCRS5 y la base del lazo V3 de gpl20, las cuales pueden inducir los cambios
conformacionales en gp120 y permitir la entrada del VIH a la célula blanco.

Por otro lado, poniendo especial atencién en la flexibilidad de la conformacién de
CCRS y en interacciones electrostaticas, encontraron que los segmentos extracelulares de este
receptor formaban un dominio globular empaquetado con complejas interacciones entre ellos
durante la mayor parte del tiempo de simulacion, sin embargo la parte amino terminal salia de
este dominio algunas veces’. También resulté que el puente disulfuro entre el ECL3 vy la parte
amino terminal es esencial en el control de la orientacién especifica de esta regién y en
mantener la integridad en la conformacién de todo el dominio extracelular. Por otro lado,
encontraron que el lazo ECL1 de permanece relativamente rigido mientras que el ECL2 y la
parte amino terminal son mads flexibles.
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Capitulo VI

Correlaciones entre el ectodominio de Gp4l y el tropismo
infeccioso del VIH-1

Con el objeto de ilustrar la metodologia a seguir, se muestra el siguiente diagrama de
procedimiento:

Obtencion de las secuencias de Gp41
(base de datos Los Alamos)

Construccion de secuencias
consenso y alineamientos

Analisis entrépico para la identificacion
de regiones variables

Comparacion del indice hidropatico (Hl) y la
carga (Q) de aminoacidos en posiciones

variables entre grupos de virus con
tropismo diferente (R5, X4 y R5X4)

Subtipo B
solamente

L Para todo el conjunto de
virus

X4y R5X4

VI.1 Obtencion de las secuencias del ectodominio de gp41

Con el objeto de buscar correlaciones entre la secuencia de aminodcidos del
ectodominio de gp41 y el tropismo viral (es decir, el tipo de correceptor que utiliza el virus en
la célula para infectarla, o dicho de otra manera, el tipo de célula a la que prefiere infectar),
usamos como “materia prima” todos los virus que se encontraron en la base de datos del
Laboratorio Nacional de Los Alamos (Los Alamos National Laboratory) ' con tropismo
conocido. Se obtuvieron un total de 259 secuencias del ectodominio de gp41 del VIH-1.

La longitud del segmento que se analiz6 fue de 169 residuos aminodacidos,
comprendidos entre las posiciones 516 y 684. La numeracion empleada fue la del gen
precursor gp160 (1-878) de la secuencia patron del VIH-1: HXBc2 (Fig. 25).
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Figura 25. Diagrama de la secuencia del ectodominio de Gp41, mostrando la localizacién del segmento que va
desde el aminodcido 611 hasta el 640 (numeracién correspondiente a la cepa de referencia HXBc2). que se
encuentran en la hélice N. Las posiciones correspondientes a los péptidos N36 y C34 son las regiones de la hélice
N y C respectivamente. También se muestra el péptido de fusiéon T20 (DP178). Los extremos son del lado
izquierdo el péptido de fusién (FP) y en el extremo derecho el dominio transmembranal (TM). S-S indica el
puente disulfuro donde interactian dos cisteinas, localizado justo en la parte central del lazo que separa la hélice
NdelaC.

V1.2 Construccion de secuencias consenso y alineamientos
Una vez obtenidas las 259 secuencias, en un nimero considerable de casos el cédigo
de identificacion del paciente indicaba que existian cepas provenientes del mismo paciente.

Tabla 2. Secuencias de gp41 encontradas hasta octubre de 2005 en la base de datos utilizada. Estas se refieren a un
reconocimiento especifico del correceptor.

Tipo de Virus Niimero de secuencias
RS 208

X4 34

R5X4 17

Total 259

Para evitar una sobre estimacién de secuencias similares de un mismo origen en
nuestro analisis, se realizé un consenso’ sobre dichas secuencias, dando como resultado una
sola que representaria a todas las cepas obtenidas del mismo paciente. Para generar dichas
secuencias consenso se utilizé6 como herramienta el programa de computo BioEdit, en el cual
la frecuencia umbral considerada para la inclusiéon de un aminoécido en la secuencia consenso
fue de 34%, es decir, el aminodcido que se elije como aminodcido consenso en cada posicion
es aquel que mads se repite. Después de este filtrado, la cantidad de secuencias se redujo a 92
del tipo RS, 16 X4 y 12 R5X4, haciendo un total de 120 secuencias.

Por otro lado, es frecuente que ocurran deleciones o inserciones durante el proceso de
transcripcion de la informacion genética de cualquier organismo, y el caso del VIH no es la
excepcion. También pueden existir errores provenientes de la propia secuenciacion hecha en el
laboratorio donde se aislo el virus. Por ello se procedié a hacer un alineamiento’ de las
secuencias en cada grupo, con el fin de situar cada residuo aminoécido en la posicion correcta
respecto de la numeracion de gp160. En la Tabla 11 se pueden apreciar las 120 secuencias que
resultaron después de depurar la informacion.



V1.3 Determinacion de sitios variables en la secuencia de aminodcidos de gp41

Se realiz6 un andlisis de la variabilidad de los aminodcidos expresados en cada
posicion. El objetivo es encontrar aquellas posiciones en el ectodominio de gp41 que puedan
contener informacion relacionada con el tropismo del virus, es decir, con el uso del
correceptor, asi que buscamos aquellas posiciones que se diferencien entre un grupo y otro,
sobre todo entre RS y X4. Una forma de encontrar tales sitios es considerar aquellos que
presentan mutaciones no conservadas entre una cepa y otra, es decir, aquellas posiciones en
donde el aminoécido en cuestion es muy cambiante, y que ademds el cambio involucre un
aminodcido con caracteristicas fisicoquimicas muy diferentes del aminodcido original.

La medida utilizada para medir la variabilidad entre cepas fue la entropia.
Matemaéticamente, la base de la teoria de informacién fue definida por Claude Shannon*:

H()y=-) f(b,Dlog, f(b,]) (medida en bits) (1

donde H(I) representa la entropia, también llamada incertidumbre en la posicion /, b representa
un residuo aminodcido, y f{b,l) es la frecuencia a la que el residuo b se encuentra en la
posicion [. El contenido de informacion’ en la posicién [ estd definida entonces como una
disminucién de la incertidumbre en cada posicidn, o simplemente entropia; especialmente en
regiones conservadas la entropia deberia disminuir.

Con el objeto de determinar la informaciéon en cada posicion, se deben conocer el
nimero total de residuos posibles y asi podemos graficar la entropia como funcién de la
posicién en un alineamiento. Esta dependerd solamente de las frecuencias de caracteres que
aparezcan en una columna y serd independiente del total de informacién posible.

En este estudio, utilizamos por conveniencia el logaritmo natural en lugar del
logaritmo base 2, ya que los valores en este caso no son bits. Entonces la entropia utilizada en
este caso fue

S ==Y fb,DInf(b,0) )

la cual proporciona una medida de la incertidumbre en cada posicion relativa a otras
posiciones. Asi, la incertidumbre total médxima se definird como el nimero méaximo de
caracteres diferentes que se encuentren en una columna. Por ejemplo, si estdn representados
los 20 aminodcidos existentes y también el simbolo “-” (representando una delecién, p. ej.),
entonces la incertidumbre méxima posible asociada a los 21 simbolos resultantes seria

S(l):—21*11n(1):3.04' 3)
21 21

Esto si tuviéramos, digamos, 42 secuencias en el alineamiento y cada caracter estuviera
representado dos veces en la columna seleccionada. En la Figura 35 se muestra un ejemplo de
como se aprecian las secuencias en BioEdit, el programa de cémputo utilizado para
manipularlas.

Una vez definido el método a utilizar, estableceremos dos criterios para poder



seleccionar aquellas posiciones que nos interesan.

Criterio I

Con el fin de encontrar las posiciones variables del ectodominio de gp41, se graficé la
entropia de cada posiciéon (Figura 26 panel superior) calculada segun la ecuacién 2. Se
consideraron como altamente variables aquellas posiciones cuyo valor fuera mayor o igual que
0.9, es decir, S >0.9.

Criterio I1

También pueden existir posiciones muy variables dentro de un grupo y ser conservadas
dentro de otro. Esta diferencia también proporcionaria informacion acerca de una tendencia a
la estabilizacién de ciertas posiciones favorables al tropismo, por lo tanto calculamos las
diferencias de los valores de entropia por cada posicion entre dos grupos distintos (Figura 26
panel inferior), en base a la siguiente expresion

AS()=S;(H)—-S, ()= _Z(fs b,) Inf5(b,1)— f,(b,)) Inf, (b’l)) 4)

donde f5(b,l) y fu(b,1) es la frecuencia con la que aparece el residuo b en la posicion / en los
grupos RS y X4 respectivamente. La misma expresion aplica para fss«(b,l) 'y fis4(b,1), al
representar la resta de entropia entre el grupo RS y R5X4, y entre X4 y R5X4 respectivamente.
La Figura 25 (panel inferior) muestra las diferencias de entropia entre los grupos
mencionados. Las diferencias que se consideraron fueron aquellas que cumplieran con la
condicién AS >20.4.

El conjunto de posiciones seleccionadas en base a los criterios I 'y II conform6 un total
de 35 posiciones, dentro de una longitud de 169 aminodacidos, es decir, el 20% del
ectodominio de gp41. Dichas posiciones son:

518 535 553 561 578 580 583 588 602 607 612 618
619 620 621 624 625 626 629 636 640 641 643 644
648 655 658 662 665 667 668 674 677 684 687

(Numeracién aminoacidica de acuerdo a gp160 en HXBc2)

Finalmente, basdndonos en estos dos criterios pudimos valorar diferencias en la
composicion de aminodcidos entre los tres grupos de virus (RS - X4, R5 - R5X4 y X4 - R5X4:
Criterio II) y dentro de cada grupo por separado (RS, X4, R5X4: Criterio I).

VI.4 Comparacion estadistica del indice hidropadtico y la carga entre grupos de
virus con distinto tropismo

Existen 20 aminoécidos diferentes con los cuales se puede conformar una proteina.
Cada cual tiene propiedades fisico-quimicas bien conocidas, como son su conformacién
estructural, su carga eléctrica y su hidropatia, es decir, la afinidad del aminoicido para
interactuar con agua, que estd determinada por el indice hidropatico (ir al apéndice A para una



explicaciéon mds amplia).

En base a estas dos propiedades fisico-quimicas (carga eléctrica e hidropatia), se
realizaron pruebas estadisticas comparativas tanto para conocer qué tan diferentes eran las
distribuciones como para medir el grado de importancia de estas diferencias. Esto para cada
una de las tres combinaciones de pares: RS vs. X4, X4 vs. R5X4 y X4 vs. R5X4.

Con el propo6sito de comprobar que las distribuciones de carga e hidropatia en cada una
de estas 35 posiciones eran independientes, se realizé la prueba no paramétrica U de Mann-
Whitney como un primer acercamiento, determinando estadisticamente la diferencia de las
distribuciones entre cada dos grupos. Asi mismo se aplicé la prueba y* para tablas de
contingencia formadas de acuerdo al tropismo y la magnitud del indice hidropatico o la carga.
Esta prueba no paramétrica nos informa sobre qué tanto se alejan los valores observados de
los esperados, es decir, nos dice el grado de significancia de las diferencias en las
distribuciones tanto de carga como de hidropatia. Ver Apéndice B.

Estas dos pruebas se aplicaron a cada uno de los 35 sitios y en cada par de grupos
comparados: RS vs X4, R5 vs R5X4 y X4 vs. R5X4.

A continuacién se construyeron histogramas de frecuencia (de carga ¢ hidropatia,
segiin fue el caso) para aquellas posiciones que tuvieron una p significativa, los cuales se
pueden apreciar en las Figuras 27 y 28. Ademads se construyeron histogramas de frecuencia
basados en la composicion de aminodcidos, los cuales se pueden observar en la Figura 29.

V1.5 Resultados

En una primera aproximacion, se analizé estadisticamente la relacion entre el uso del
correceptor y las propiedades fisicoquimicas de los aminodcidos de todas las secuencias del
ectodominio de gp41 con tropismo conocido disponibles en la base de datos Los Alamos,
primero independientemente del subtipo y posteriormente sélo sobre el subtipo B.

Con el fin de validar la utilidad de nuestro procedimiento para la identificaciéon de
sitios relacionados con el tropismo viral, aplicamos el mismo método al andlisis al rizo V3 de
gp120, del cual se conocen los sitios que estdn relacionados con el tropismo infeccioso del
virus. Estos sitios se utilizan para predecir (con un 71% de certeza) si el virus es X4. Los
resultados obtenidos fueron concordantes con los reportados sobre gp120 por varios autores™?
y a su vez valida los de gp41.

Las tablas y figuras correspondientes a los resultados de este capitulo se encuentran en
la seccién VI.5.3.

VIL.5.1 Gp41: ectodominio

En esta seccién se consideraron conjuntamente todas las 120 secuencias obtenidas
(Tabla 11). La frecuencia de virus de distintos subtipos en esta muestra se describe en la Tabla
3. La muestra que se utiliz6 incluye subtipos como el A, B, C, D y otros. Es importante notar
que el subtipo B estd presente en los tres grupos, aunque en mayor proporcion en el X4,
mientras que los A sélo estan presentes en RS y R5X4, y los C practicamente estan sélo en RS.



Tabla 3A. En cada casilla se encuentra el porcentaje del subtipo correspondiente dentro de cada grupo. Entre paréntesis se
indica el nimero total de secuencias de cada grupo o subtipo. La tltima fila indica el porcentaje de cada subtipo tomando en
cuenta las 120 secuencias. El grupo OTROS contiene los subtipos F, N, G y O.

Tropismo\Subtipo A B C D OTROS
R5 (92) 9% (8) 51% (47) 34% (31) 2% (2) 4% 4
X4 (16) 0% (0) 75% (12) 6% (1) 19% (3) 0% (0)
R5X4 (12) 8% (1) 67% (8) 8% (1) 8% (1) 8% (1)
TODAS (120) 7% (9) 56% (67) 28% (33) 5% (6) 4% (5

En la secciéon VI.5.2 se hizo el mismo estudio pero mds selectivo, tomando en cuenta
sOlo las cepas del subtipo B

VL.5.1.1 Variabilidad de Gp41

En la Tabla 11 se presentan las 120 secuencias resultantes (92 RS, 16 X4 y 12 R5X4)
después de la construccion de consensos a partir de las 259 secuencias iniciales.

La variabilidad de las secuencias se presenta en las Figura 25, con los valores de
entropia por sitio y diferencia de entropia entre grupos (R5-X4, X4-R5X4 y R5-R5X4). El
criterio 1 arroj6 un total de 23 posiciones altamente variables. En general las cepas R5
mostraron una variabilidad mayor respecto de las X4 y RSXR4, mientras que entre los grupos
X4 y R5X4 no se observo alguna diferencia significante respecto a su variabilidad.

Los registros mds altos de entropia en las cepas RS estdn situados en un triplete
(posiciones 619-621) y un doblete (posiciones 640-641). Un comportamiento interesante es
que tal triplete en RS se convierte en un doblete en X4 debido a que la entropia en la posicion
619 disminuye drasticamente. Un comportamiento similar se observa en el doblete 640-641.
Ademads existe un cimulo de sitios comprendidos entre las posiciones 662-675 en donde la
entropia de las cepas RS es considerablemente mayor, mientras que en X4 y R5X4 es
reducido.

Dado que diferencias muy marcadas de entropia entre las cepas de diferente tropismo
(diferente grupo) pueden indicar un papel funcional en el reconocimiento del correceptor, se
incorporaron al andlisis los sitios que mostraron las diferencias mas altas. Asi, un total de 35
posiciones satisficieron al menos uno de los dos criterios, mismas que fueron sometidas al
andlisis estadistico.

VI.5.1.2 Relacion entre el uso del correceptor y la carga e hidropatia de los aminoacidos

Los resultados obtenidos en relacién al caracter hidropético y la carga eléctrica de los
aminoécidos que componen las 35 posiciones seleccionadas se encuentran en las Tablas 4-7.
Se muestran los valores p obtenidos para la independencia (prueba U Mann-Whitney) en las
distribuciones de HI (indice hidropéatico) y Q (carga eléctrica), asi como los correspondientes
para encontrar correlaciones significativas (prueba xz).

En lo que respecta al indice hidropético, se obtuvieron valores significativos (p < 0.5)
en las dos pruebas estadisticas aplicadas. Sin embargo, varias de las asociaciones son




artefactos provenientes de distribuciones pico donde la desviacién fue muy pequefia o de
distribuciones que constaban de un solo valor, provocando asi que diferencias muy pequefas
entre dos grupos se magnificaran, dando valores significativos espurios (posiciones 561, 578,
602, 626 y 643). Por otro lado, existen sustituciones conservativas donde el aminoicido en
cuestion es cambiante, pero las propiedades fisicoquimicas de los sustitutos son practicamente
las mismas, por lo que diferencias pequenas en el indice hidropético (menores que 1) con
valores p significativos fueron consideradas como no relevantes.

Se encontraron correlaciones relevantes entre HI y el tropismo del virus en 8
posiciones: 553, 612, 619, 621, 640, 641, 662 y 667. La primera estd localizada en la hélice N
(553), la siguiente en la regién del lazo (612), las dos siguientes en la interfase del lazo y la
hélice C (619 y 621), las préximas 3 dentro de la hélice (640, 641 y 662) y la dltima en la
region cercana al segmento transmembranal (667). En la Figura 27 se muestran las
distribuciones de indices hidropéticos para las posiciones estadisticamente significativas.

En lo que respecta a la carga, se obtuvieron valores significativos (p < 0.055)
mostrando una asociacion entre residuos cargados y no cargados con el tropismo infeccioso
del virus. Tales correlaciones significativas se encontraron en las posiciones 602, 618, 621,
624, 643 y 662. Asi como en el caso del HI, las posiciones realmente relevantes fueron la 621,
624 y 662. Los histogramas de la distribucién de carga en tales posiciones se muestran en la
Figura 28. En la Figura 32 se muestra de manera esquemadtica la posicion de cada sitio y en la
Figura 29 los histogramas de distribuciéon de aminodcidos para todas las posiciones que
resultaron ser relevantes segin los argumentos arriba mencionados.

Los virus X4 presentan una frecuencia alta de residuos hidrofébicos (HI>0) en cinco
posiciones: A en 612 y 667, L en 619 y 641, G o S en 640. De manera contraria, residuos
hidrofilicos ocupan esas mismas posiciones en una fraccién considerable de cepas RS. Por otro
lado, residuos hidrofilicos (N y E) predominan en las posiciones 553 y 662 de las cepas X4.
Por ultimo, las cepas X4 despliegan una frecuencia bastante alta de residuos no cargados en
las posiciones 621 y 624 (Q, Y o A en 621 y N en 624), mientras que en las R5 se presenta una
alta frecuencia de residuos cargados negativamente. Las cepas R5X4 muestran un
comportamiento similar al de las X4 en seis posiciones (553, 619, 640, 641, 662 y 667), al de
las RS en sélo una posicion (612) y un patrén intermedio en dos posiciones (621 y 624).

Resumiendo, las sustituciones no conservativas en las secuencias de Gp41 asociadas en
nuestro estudio al tropismo del virus pueden clasificarse en cuatro categorias:

1 el residuo es méas hidrofébico en las cepas X4: 612, 619, 640, 641 y 667
2. el residuo es mas hidrofilico en las cepas X4: 553 y 662

3. el residuo estd cargado negativamente en las cepas R5: 621 y 624

4. el residuo estd cargado negativamente en las cepas X4: 662

En la Tabla 10 y Figura 33 se resumen las caracteristicas mas importantes de éstas
posiciones segun la distribucidon de frecuencias obtenida asi como la ubicacién espacial de
cada uno de los sitios, mencionando también algunas consideraciones funcionales.

Finalmente, la proximidad entre los sitios 619, 621 y 624, asi como entre 640 y 641
sugieren que podria ocurrir una interaccién sinérgica durante el reconocimiento del
correceptor, ya el grado de correlacion como sitios independientes aumenta cuando se
consideran como dobletes en HI (619/621 y 640/641, p = 0.001, y p = 0.016, respectivamente)
y en Q (621/624, p = 0.015), dotando a estas parejas de un vinculo estadistico mayor entre el
cardcter fisicoquimico del aminodcido y el tropismo.



Es interesante el hecho de que los cimulos 619-621 y 640-641 son ademas las regiones
mas variables del ectodominio de Gp41 en el grupo RS, aunque las posiciones 619, 640 y 641
(junto con la 667) son mas conservadas en el grupo X4. La tabla con las pruebas aplicadas y
las graficas correspondientes a las parejas consideradas se encuentran en la Tabla 8 y Figura
30, respectivamente.

VL.5.2 Subtipo B

En la Figura 38 se graficaron las frecuencias de cada subtipo en cada uno de los tres
grupos, donde se puede observar la alta frecuencia del subtipo B en los virus X4 y R5X4 en
comparaciéon con los R5 (Tabla 3A). Ademas en la Tabla 12 se tiene reportado el
comportamiento fisicoquimico de los aminoécidos en los sitios relevantes de cada subtipo (sin
considerar el grupo de tropismo).

Debido a la presencia del subtipo B en los tres grupos y su prevalecia tanto en México
como en el continente americano, se realizo el mismo analisis con el objeto de investigar si los
resultados obtenidos se seguian cumpliendo atn dentro de este subtipo. Los resultados se
muestran en la Tabla 9, donde se observa que las posiciones 612, 619 y 621 resultaron ser
significativas en la asociacién entre el tropismo y el HI, mientras que la posiciéon 621 lo
resulté en Q (p < .05), lo cual es consistente con el andlisis anterior donde se incluyen todos
los subtipos, pues el grupo X4 conserva la tendencia de contar con residuos altamente
hidrofébicos en las posiciones 612 y 619 (A y L, respectivamente) y un residuo sin carga en la
posicion 624 (N). En comparacién con las cepas X4, las RS mostraron un mayor contenido de
residuos cargados (K, D y E) en la posicion 621. La distribucion correspondiente de
aminoécidos en dichas posiciones asi como de carga e hidropatia se presentan en la Figura 31,
mientras que en la Tabla 9 se muestran los resultados para las parejas (posiciones
espacialmente cercanas) significativas.

Por otro lado, la combinaciéon en el HI de las posiciones 619 y 621 resulté ser
significante de manera marginal en la prueba y* (p < 0.05).

VIL.5.3 Gp120: Lazo V3

Consideramos todas las cepas reportadas de Gp120 con tropismo conocido en la base
de datos de Los Alamos. Estas fueron 746 del tipo RS, 166 X4 y 73 R5X4. La longitud de la
secuencia fue de 35 aminodcidos y la proporcién de los distintos subtipos presentes en cada
grupo se muestra en la Tabla 3B.

Tabla 3B. Proporcién de subtipos en los grupos de tropismo del lazo V3. En cada casilla se encuentra el porcentaje del
subtipo correspondiente dentro de cada grupo. Entre paréntesis se indica el nimero total de secuencias de cada grupo o
subtipo. La ultima fila indica el porcentaje de cada subtipo tomando en cuenta las 985 secuencias. El grupo OTROS contiene
los subtipos F, N, G, O y U. Nétese que al igual que en Gp41, el grupo R5 tiene menos contenido de subtipos B que los
grupos restantes.

Tropismo\Subtipo A B C D OTROS

RS (746) 11% (19 69% (515) 18% (132) <1% (5) 2% (15)
X4 (166) 3% 4 77% (128) 1% (2 19% (31) <1% (1)
R5X4 (73) 1% Q) 92% (67) 1% Q) 5% (3) 1% (1)
TODAS (985) 8% (84) 2% (710) 14% (135) 4% (39) 2% (17)




Se desarrollé un andlisis idéntico al aplicado al ectodominio de Gp41, resultando que
las posiciones con la correlacién mds alta en relacion al tropismo fueron la 11 y la 25 (308 y
322 respectivamente segtn la numeracién de HXBc2), lo cual es consistente con los hallazgos
previos y la nocion de que una presion selectiva in vivo por el cambio en el uso del correceptor
estd mediada por la habilidad del virus por interactuar con distintas moléculas correceptoras
(tropismo viral). La variabilidad del lazo V3 se aprecia en la Figura 34, mientras que las
distribuciones de carga e hidropatia se encuentran en la Figura 35, donde se observa un
comportamiento similar al del ectodominio de Gp41.

V1.6 Tablas y Figuras
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Figura 25.Gréficas A, B y C: distribucién de valores de entropia (eje vertical) por posicién de aminodcidos (eje horizontal) del
ectodominio de la gp41 para las cepas virales tipo RS, X4 y R5X4 respectivamente. Graficas D, E y F: distribucién de las
diferencias de entropia entre cada dos grupos R5-X4, X4-R5X4 y R5-R5X4 respectivamente. Numeracién aminoacidica de
acuerdo al gene precursor gp160 de la cepa de referencia del VIH (HXBc2).



Tabla 4. Indice hidropatico promedio con desviacién estandar y valores de p en la prueba U de Mann y %>, indicando el error
que se tendrfa al suponer la hip6tesis nula segiin la prueba; Mann: las distribuciones comparadas son independientes, x*: existe
una correlacion entre el cardcter hidropdtico y el tropismo. Los gulones indican que la prueba no se pudo realizar.
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Tabla 5. Indice hidropatico. Prueba ¥’ fina. Segunda columna: comparacién
s6lo entre RS y X4. Tercera columna: comparacién entre los tres grupos. Esta
prueba hace una comparacién més fina que la %% ya que no se hace una
separacion de dos rangos en el indice hidropatico, sino que se compara valor por
valor, ain cuando éstos son s6lo hidrofébicos (o hidrofilicos) y se mide la
correlacién.
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Figura 27. Distribucion de frecuencias (eje vertical) de indice hidropatico (eje horizontal) de todas las posiciones que resultaron
significativas en las Tablas 4 y 5. Azul: RS, Verde: X4, Amarillo: R5X4. Continda en la pagina siguiente.
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Figura 27 (continuacién pagina anterior). Distribucion de frecuencias (eje vertical) de indice hidropdtico (eje horizontal) de todas
las posiciones que resultaron significativas (18) en las Tablas 4 y 5. Azul: RS, Verde: X4, Amarillo: R5X4.



Tabla 6. Carga eléctrica promedio con desviacién estandar y valores de p en la prueba U Mann y X°. El valor de p indica el
error que se tendria al suponer la hipétesis nula segin la prueba Mann: las distribuciones comparadas son independientes y
distintas, X*: existe una relacioén entre ser cargado y el tropismo del virus en esa posicién. Los guiones indican que la prueba no
se pudo realizar debido a que las distribuciones eran idénticas, por lo que no tiene sentido suponer diferencias.
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Lo 2 S
Tabla 7. Carga eléctrica. Prueba X~ comparando aminoacidos
cargados positivamente contra cargados negativamente.

Posicién ! p (prueba Xz) cargados + vs. — (+1,0 vs. -1)
I | RSvs.X4 | RSvs.R5X4 | X4 vs.R5X4 |
""" s18 - o
""" s L oo
""" 553 % 0675 o717 - |
""" set - o]
""" 578 & 0675 . o717 & - |
""" 580 1 - o]
""" 583 & - o
""" s88 . 0017 i - . 0378 |
""" 602 - o
""" 607 1 - o]
0 T N T
618 | 0016 | - i 0378

""" 619 | 0340 | 0408 - |
""" 6'2'6""'i"""Eﬁii{""'[""b'.i'9'9'""[""'0'.212[5"'"'
""" 621 | 0030 | 0382 0381 |
""" 624 0081 | 0470 | 0508 |
""" 625 & 0683 | 0715 & - |
""" 626 - oo
""" 629 & - o
""" 636 | 0357 | 0172 | 0662 |
""" 640 | 0920 | 0814 | 0907 |
""" 641 0337 | 0693 | 0240 |
""" 643 & - o
""" 644 | 0416 L 054 o]
""" 648 | 0482 | 0616 | 0378 |
""" 655 | 0552 | 0231 | 0240 |
I e
_____ 662 0074 I 0012 | 0378 |
_____ 665 1 0675 i 0717 & - ]
_____ 667 . 0340 | 0408 | - ]
I

""" 674 | 0146 | 0751 | 0445 |
B 7 A A I
_____ 684 e e ]
687 - | - | -
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Figura 28. Distribuciones de frecuencia (eje vertical) de carga eléctrica Q (eje horizontal) de las posiciones
estadisticamente significativas resultantes de las Tablas 6y 7. Azul: RS, Verde: X4, Amarillo: R5X4.
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Figura 29. Gréificas de barra (eje vertical: frecuencia de aparicién) que despliegan la composicién de
aminodcidos en orden alfabético de cada una de las 9 posiciones que son relevantes por su alta correlacién con
el tropismo viral. Estas posiciones también se enlistan en la Tabla 10 y Figura 33. Azul: RS, Verde: X4,
Amarillo: R5X4.



Tabla 8. Arriba: valores p arrojados por las pruebas U de Mann-Whitney y %> correspondientes a cada una de las
20 posiciones significativas segin de las Tablas 4 y 5, s6lo para las secuencias del subtipo B. Abajo: Grados de
significancia (valores de p) obtenidos al aplicar las pruebas a los valores conjuntos de las parejas. El color cian y
meldn indican la propiedad considerada, hidropatia o carga, respectivamente.

100.0%—

80.0%—

60.0% =

40.0% —|

20.0%—

0.0%—

TODOS LOS SUBTIPOS
Mannn
PAREJAS R5vsX4 R5vsR5X4 X4vsR5X4
612-619(HI) 0.000043 0.01 0.287
619-621(HI) 0.001 0.135 0.427
621-624(Q) 0.015 0.226 0.509
640-641(HI) 0.016 0.313 0.677
662-667(HI) 0.712 0.726 0.567
XZ
R5vsX4 R5vsR5X4 X4vsR5X4
612-619(HI) 0.000012 0.0403 0.111
619-621(HI) 0.00014 0.0083 0.5514
621-624(Q) 0.0011 0.440 0.091
640-641(HI) 0.119 0.444 0.638
662-667(HI) 0.798 0.725 0.643
100.0%—] 100.0%
80.0%— 80.0% |
60.0%— 60.0% —|
40.0% | 40.0% —
20.0% | 20.0% |
0.0%— 0.0%—
39 35 32 -13 -9 -8 -7 18 19 28 38 42 45 89 -85 32 13 -9 -8 -7 18 19 28 38 42 45 1.0 0 6 1.0
H612619 H619621 Q621624
100.0%—] 100.0%—
80.0%— 80.0%—
60.0%— 60.0%—|
40.0%—| 40.0% ]
20.0%— 20.0%
0.0%—
39 88 8 7 8 o 45 -39 35 -32 13 -8 -7 -4 28 38 42 45
H662667

H640641

Figura 30. Distribuciones de frecuencias (eje vertical) de Hidropatia y Carga (eje horizontal) tomando en cuenta las
parejas de todos los subtipos analizadas en la Tabla aqui mostrada. Azul: RS, Verde: X4, Amarillo: R5X4. Eje vertical:
frecuencia porcentual. Eje horizontal: valores de indice hidropdtico o carga (segtn el caso) que se encontraron en cada
posicién, la leyenda bajo cada grifico indica con una letra H o Q si es distribucién de hidropatia o de carga
respectivamente, mientras que los nimeros indican las parejas consideradas.




Tabla 9. Arriba: valores p arrojados por las pruebas U de Mann-Whitney y %> correspondientes a cada una de las 20 posiciones
significativas segtin de las Tablas 4 y 5, s6lo para las secuencias del subtipo B. Abajo: Grados de significancia (valores de p)
obtenidos al aplicar las pruebas a los valores conjuntos de las parejas. Los colores cian y mel6n en cada renglén y.las letras HI
o Q entre paréntesis a la derecha de la numeracién de aminodcidos indican resultados para hidropatia o carga respectivamente.

POSICIONES INDIVIDUALES

SOLO SUBTIPO B
Aminodcido Mann X
R5vsX4 | R5vsR5X4 | X4vsR5X4 R5vsX4 R5vsR5X4 | X4vsR5X4
535(HI) 0.230 0.24 0.935 - - -
553(HI) 0.828 0.458 0.414 - - -
561(HI) 0.039 1.000 0.394 0.037 - 0.381
578(HI) 1.000 1.000 1.000 - - -
580(HI) 0.000021 | 0.002 0.592 - - -
602(HI) 0.048 1.000 0414 - - _
602(Q) 1.0 1.000 1.000 - - -
612(HI) 0.030 0.682 0.097 0.023 0.867 0.111
618(Q) 0.048 1.000 0414 0.046 - 0.402
619(HI) 0.038 0.653 0.414 0.063 0.126 -
621(HI) 0.044 0.886 0.398 0.021 0.037 1
621(Q) 0.777 0.864 1.000 0.076 0.351 0.035
624(Q) 0.441 0.871 0.468 0.219 0.867 0.456
626(HI) 0.076 - - 0.039 - -
640(HI) 0.432 0.343 0.742 - - -
641(HI) 0.364 0.814 0.612 0.304 0.814 0.306
643(Q) 0.00048 | 1 0.135 0.00043 - 0.125
662(HI) 0.603 0.288 0.135 0.653 0.176 0.125
662(Q) 0.911 0.111 0.135 0.781 0.149 0.125
667(HI) 0.802 0.338 0.414 0.814 0.333 0.402
PAREJAS
SOLO SUBTIPO B
Parejas Mann X
R5vsX4 | R5vsR5X4 | X4vsR5X4 R5vsX4 R5vsR5X4 | X4vsR5X4

578-580(HI) | 0.292 0.494 0.857 - - -
602-612(HI) | 0.299 0.942 0.371 0.057 0.893 0.148
612-619(HI) | 0.024 0.263 0.371 0.005 0.307 0.148
619-621(HI) | 0.074 0.431 0.670 0.052 0.1 1.00
640-641(HI) | 0.341 0.578 0.819 0.565 0.888 0.601
641-643(HI) | 0.886 0.728 0.845 0.565 0.888 0.601
662-667(HI) | 0.648 0.728 0.526 0.72 0.752 0.604
621-624(Q) | 0.438 0.977 0.559 0.035 0.588 0.005
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Figura 31. Distribuciones individuales de Carga e Hidropatia para las posiciones significativas del panel superior de la
Tabla 9 (Subtipo B). Azul: RS, Verde: X4, Amarillo: R5X4. Eje vertical: frecuencia porcentual. Eje horizontal: valores de
indice hidropdtico o carga (segun el caso) que se encontraron en cada posicion, la leyenda bajo cada gréfico indica con

una letra H o Q si es distribucién de hidropatia o de carga respectivamente, mientras que los nimeros indican la posicién
considerada.
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Figura 32. Distribuciones de Hidropatia y Carga para las parejas significativas del panel inferior de la Tabla 8 (Subtipo
B). Azul: R5, Verde: X4, Amarillo: R5X4. Eje vertical: frecuencia porcentual. Eje horizontal: valores de indice
hidropatico o carga (segin el caso) que se encontraron en cada pareja, la leyenda bajo cada grafico indica con una letra H
o Q si es distribucién de hidropatia o de carga respectivamente, mientras que los nimeros indican la pareja considerada.



Tabla 10. Posiciones mds relevantes del ectodominio de gp41 que mostraron tener una alta correlacién con el uso del
correceptor. Se enlistan su localizacién espacial y observaciones mds importantes.

Localizacion
y disposicion

Posicion | espacial en el Observaciones
complejo
fusogénico
Hélice N.
553 Parcialmente | En RS5 se sustituye N por S el 52% de los casos. En X4 es N el 87% de las veces.
expuesta.
En X4 hay una frecuencia alta de Alanina (apolar) mientras que en RS es una Serina o
612 Rizo Treonina (polares).
’ RS y mixtas son mds hidrofilicas que X4. Estd junto a un sitio de glicosilacién. Podria
participar en la unién con gp120. Posicion no existente en los virus VIH-2 y VIS.
Rizo y Leucina 88% en X4 y 75% en R5X4. Esta frecuencia baja hasta 38% en RS.
comienzo de | Experimentos realizados muestran que una sustitucién por Alanina no influye en la
619 la hélice C. entrada vira a pesar de que altera de manera importante la estructura de la cadena
Totalmente lateral [Jacobs et. al. 2005], lo que deja abierta la funcionalidad de este aminoécido en
expuesta. el tropismo infeccioso. Se encuentra totalmente expuesta.
Adn cuando la distribucién de aminodcidos es muy amplia, se observan patrones
621 Comienzo de [ definidos de acumulacién de carga, siendo los R5 y R5X4 mas negativos y los X4 mas
la hélice C. neutros. Interactia con una Q también variable (591) en la hélice N. Por su proximidad
con la 619, podrian actuar en sinergia en el reconocimiento del correceptor.
Hélice C.
624 Junto a un Se observan patrones de distribucion de carga diferentes entre RS que tienden a ser
sitio de cargados y X4 que tienden a ser neutros.
glicosilacion.
Hélice C. RS tiende a ser mucho mds variable e hidrofilica, aunque los tres grupos presentan
640 Muy valores muy altos de entropia. Vecina inmediata de la 641, con la que podria actuar en
expuesta. sinergia.
Hélice C. Distribucién de aminoécidos similar a la posicién 619. X4 es mucho mas conservada,
641 Relativamente | en R5 hay mas Treonina T. Interacciona con una Leucina muy conservada (568) en la
expuesta. hélice N.
L1 Significamente distintas en carga y composicion de aas. Alta frecuencia de E (cargado
Hélice C. . . .
662 Expuesta negativamente) en X4 y R5X4 y mayor frecuencia de Alanina (no polar) en RS.
) Espacialmente cercana a 658. X4 tiende a ser mds hidrofilica que RS.
Egllfcledg la Las X4 y R5X4 tienden a ser mds hidrofébicas que RS (87% vs. 58% de Alaninas
667 Relativa;llen o respectivamente). Interacciona con la posicién variable 546 (Serina la mayoria de las

expuesta.

veces) en una hélice N.
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Figura 33. Diagrama del monémero de gp41 Se enmarcan en
color naranja las posiciones de la tabla anterior (Tabla 9). S6lo
una se encuentra en la hélice N (553) y el resto (ocho) en el lado
amino terminal, una en el lazo (612), dos en el comienzo de la
hélice N (619, 621), 3 dentro de ella (640, 641, 662), y una fuera
(667), cercana a la parte transmembranal de la proteina. Las
flechas del lado izquierdo indican los sitios de glicosilacién.
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Figura 34. Grificas A, B y C: distribucién de entropias (eje vertical) por posicién de aminodcidos (eje horizontal) del
lazo hipervariable V3 de gp120 para las cepas virales tipo R5, X4 y R5X4, respectivamente. Gréficas D, E y F:
distribucién de las diferencias de entropia (eje vertical) entre cada dos grupos R5-X4, X4-R5X4 y R5-R5X4.
Numeracién de acuerdo a el gene precursor gp160 de la cepa de referencia del VIH: HXBc2.
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Figura 35. Histogramas de Hidropatia y Carga de las posiciones que resultaron ser mas significativas en el
analisis sobre Gp120-V3. Eje horizontal: indice hidropdtico [-4,4] o carga [-1,1], eje vertical: frecuencia de
aparicién. También se muestra una de las posiciones que resultaron ser significativamente espurias (325). En la
esquina superior izquierda de cada grafica se encuentra la posicion respecto a HXBc2 .Las posiciones 11 y 25 de
laregla 11KR/25K corresponden a la 308 y 322 respectivamente. Azul: RS, Verde: X4, Amarillo: R5X4.
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Tabla 11 (siguientes cuatro paginas). Secuencias pertenecientes a los grupos X4, R5X4 y RS respectivamente, después de
haber hecho los consensos (indicados con la terminacion CONS(<nimero de cepas consensuadas>) en el cédigo de cada
aislado). Los residuos van desde la posicién 516 hasta la 684 del ectodominio de la proteina gp41 del VIH-1 (de acuerdo a la
numeracién de gp160 de la cepa de referencia HXBc2).

v

Figura 36. Hoja de trabajo en el programa BioEdit 7.0.0 donde se muestran algunas de las secuencias alineadas y
consensuadas del grupo R5. Del lado izquierdo se observa el cédigo de identificacién de cada secuencia. Los colores s6lo
intentan diferenciar entre un aminodcido y otro segtin sus propiedades fisicoquimicas. Se puede apreciar la variabilidad de
aminodcidos entre una secuencia y otra, desde la posicién (columna) 100 hasta la 170 aproximadamente, region
correspondiente a la regién de la hélice C de Gp41-e; mientras que las columnas de la izquierda representan sitios muy
conservados correspondientes a la region de la hélice N.
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Figura 38. Distribucion de subtipos dentro de cada grupo de secuencias de Gp41-e. Nétese en el grupo R5 la altura del
subtipo B y C en comparacion con los grupos X4 y R5X4.

Tabla 12. Tendencia en hidropatia (posiciones en color cian) y carga (posiciones en color melén) de cada subtipo sin tomar
en cuenta el grupo de tropismo de las secuencias de Gp41. El guién entre paréntesis indica carga negativa y el “0” un indice
hidropético igual a cero.

Subtipo\Posicién 619 621 624 640 641
A H-filicos (-) (-) H-filicos H-fébicos
B H-f6bicos neutros (=) & neutros H-filicos & 0 H-fébicos
C H-filicos (-) (-) H-filicos H-filicos
D H-fébicos | (-) neutros 0 H-fébicos
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Discusion

Analizando las propiedades fisicoquimicas de los aminodcidos del ectodominio de
Gp41l de un conjunto de secuencias del VIH-1 pudimos identificar 9 posiciones que
experimentan sustituciones no conservativas de tal forma que estdn relacionadas con el
tropismo viral. Siete de esas posiciones estdn localizadas en un fragmento de ~50 aminodcidos
comprendidos entre la parte C-terminal del lazo y la regién de la hélice C que concentra
residuos glicosilados y altamente variables. Se identificé también una posicién mds en la
hélice N y otra cercana al segmento transmembranal. Ademds, cuatro de esas posiciones estan
asociadas de manera bastante significativa con el uso del correceptor en el subtipo B, lo cual
permite pensar que podrian representar un papel determinante en la interaccién con el
correceptor en el ectodominio de Gp41 (Gp41-e).

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que la interaccién de Env con CXCR4
puede estar asociada con una tendencia hidrofébico/no cargado de aminoécidos individuales y
aminodcidos acompaifiados (cimulos) en la parte C-terminal del lazo y la regién de la hélice C
de Gp41-e. Por otro lado, los residuos hidrofilicos/cargados negativamente podrian influenciar
la interaccién de Env con CCRS.

Resulta interesante que las posiciones 619-621 comprenden la regiéon mds variable de
Gp41-e, aunque la posicién 620 experimenta sustituciones conservativas que mantienen el
caricter altamente hidrofilico del residuo en ese sitio.

Las sustituciones aminoacidicas descritas aqui no alteran el patrén de glicosilacion
caracteristico de esta regién, que se ha asociado a la evasién inmune'.

Respecto al andlisis de las divergencias en la entropia, las posiciones 619, 640 y 641
mostraron los valores més altos entre RS y X4, lo cual refleja una variabilidad més alta de las
cepas R5 comparadas con las X4 y R5X4. Lo anterior es un comportamiento congruente con
el hecho de que los virus R5 dominan en un periodo de tiempo largo en los individuos
infectados, teniendo la oportunidad de mutar para adaptarse a las condiciones inmunoldgicas y
fisiolégicas variables durante ese tiempo. El caso de X4 es contrario, pues sus cepas se
detectan una fraccion de alrededor de un 50% de los individuos infectados, lo que sugiere que
requieren de un medio mas restringido. El caso del grupo R5X4 resulté interesante debido a
que en la mayoria de las posiciones relevantes estuvo relacionado con X4, lo cual es
consistente con observaciones sobre el parecido de R5X4 con X4 asociado con una progresion
a la enfermedad®.

En el contexto del modelo de fusiéon de membranas inducido por Env, nuestros
resultados sugieren que algunos residuos de Gp4l-e podrian contribuir en la eleccién del
correceptor por algin mecanismo indirecto como influenciar la conformacion de los sitios de
unién al correceptor en gpl20, o por medio de un contacto directo con la molécula
correceptora, ya sea formando un sitio de enlace en conjuncién con gp120 o independiente de
ésta en un paso subsiguiente en el proceso de fusion.

Se ha confirmado que un drea bastante extensa de Gp4l-e estd involucrada en la
interfase no covalente con la subunidad gp120 en el estado innato”, sugiriendo la hipétesis de
que la hidropatia y carga de los aminodcidos en dicha interfase influenciarian la conformacién
local de gpl20 y por lo tanto su interaccion con la molécula correceptora. De hecho,
recientemente varios grupos han reportado que T-20, un péptido compuesto por una fraccion
de la secuencia de la hélice C de Gp41-e, se une a gp120 en una region cercana a la base del



lazo V3°. Lo anterior es consistente con la regién de Gp41l-e donde se encontraron los sitios
correlacionados con el tropismo del VIH-1.

La naturaleza transitoria de los cambios conformacionales de Gp41 inducidos después
del acoplamiento de gpl120 y su interaccion con CD4 permanecen ain desconocidos. Sin
embargo, después de la interaccion de gp120 con CD4, la estructura metaestable de Gp41 es
liberada y los residuos que antes se encontraban ocluidos estarian expuestos y en contacto
cercano con la membrana blanco®.

La unién a las regiones N o C de los péptidos inhibidores demuestra que ambas
regiones estdn accesibles antes de la formacién post-fusién del paquete de seis hélices™ por lo
que en este corto periodo de tiempo y estado poco entendido de Gp41, bien puede establecer
interacciones directas con los receptores membranales. Las regiones en la parte amino
terminal y los lazos extracelulares de CCRS5 y CXCR4 son criticas para la funcién del
correceptor, lo que sugiere que tales dominios son importantes para la inducciéon de los
cambios conformacionales fusogénicos en Env>®.

Es sumamente interesante notar que CXCR4 contiene una especie de surco en la region
que se localiza entre el segundo y tercer lazo, definido por las secuencias LWVVVF en ECL2
(segundo lazo extra celular, de las siglas en inglés Extra Cellular Loop) y SFILLEIl en ECL3.
Estas regiones podrian representar posibles sitios para la interaccion con residuos hidrofébicos
de Gp4l-e en virus X4. Esta hipdtesis estd soportada por observaciones de que las
interacciones que determinan la actividad del correceptor del ECL2 de CXCR4 no son de
cardcter electrostdtico ya que son independientes de los residuos cargados’, y los virus X4
tienden a contener aminodcidos neutros en los sitios que resultaron relevantes en nuestro
andlisis. De manera contraria, CCR5 contiene una regién muy hidrofilica y cargada
positivamente (QWKNFQ) en ECL2 y (NNLGFFEQ) en ECL3, lo que sugiere que los virus RS
podrian tener la capacidad de interactuar con esta region ya que sus aminodcidos tienden a ser
hidrofilicos y a estar cargados negativamente. Mds atn, debido a que CCR5 contiene residuos
con carga positiva en la parte amino terminal situados en el fondo del surco que forman ésta
seccion con el ECLI, y cargados negativamente en la seccidn superior a la anterior (seccién
V.5), nuestros resultados sugieren que la carga negativa propia de los aminodcidos presentes
en las posiciones 621 y 624 del grupo R5 de gp41-e, podrian repelerse con el extremo amino
negativo de CCRS y abrirse paso para ser atraidos por las cargas positivas que se encuentran al
fondo, cercanas a la parte transmembranal.

Aunque en el grupo RS5 el subtipo B esta presente s6lo en un 47%, el analisis sobre este
subtipo arrojé el mismo comportamiento que el primer anélisis donde se incluyeron todos los
subtipos. Esto debido a que la significancia observada en los sitios relevantes continua
observandose atin dentro del subtipo B. Ademds es de suma importancia conocer el
comportamiento restringido a este subtipo ya que es el preponderante en el continente
americano.

Por dltimo, el método que se utilizé para encontrar sitios clave asociados con el
tropismo viral, se pudo valorar aplicindolo también a Gp120-V3 y comparando los resultados
obtenidos para Gp4l-e con estos ultimos, quedando clara la consistencia y similitud del
comportamiento observado en ambas regiones de las proteinas de envoltura.
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Conclusiones

Las posiciones que mostraron estar mds correlacionadas con el tropismo infeccioso del
VIH-1 fueron la 612, 619 y 641, ademds de las parejas 619/621 en el indice hidropético y
621/624 para la carga, esto independiente de si se consideran todos los subtipos o s6lo el B. En
general se encontré una tendencia de los virus X4 por tener aminodcidos hidrofébicos y
neutros, mientras que los del virus RS tienden a ser mds hidrofilicos y cargados
negativamente. Por lo anterior se concluye que la subunidad transmembranal del virus, Gp41,
estd involucrada en el proceso de reconocimiento del correceptor. Estas posiciones podrian
participar en el “switch fenotipico” R5->X4 asociado a una progresién mas rdpida hacia el
SIDA.

También la modulaciéon de la funcién de reconocimiento de gpl20 por distintas
regiones de gp41 podria ser un factor potencial en la eleccion del correceptor.

Se encontraron  sustituciones no conservativas asociadas al  tropismo
independientemente del subtipo genético, ya que la distribucién de subtipos en los grupos fue
de 75% B en X4, mientras que los subtipos A y C son casi exclusivos de las cepas RS. El
comportamiento observado dentro del subtipo B comprueba que no es la cantidad de
secuencias de éste subtipo en cada grupo lo que determina las diferencias observadas sobre
todas las secuencias entre los tres grupos de tropismo analizados.

Estudios recientes indicaron que el fenotipo del virus es dominante respecto del
genotipo en relacion al uso del correceptor y que los virus X4 eran muy improbables de
encontrar en el subtipo C, dando pie a suponer que el genotipo puede otorgar propiedades
bioldgicas importantes tales como virulencia, tropismo por tejidos y transmisién’. Sin
embargo, estudios mds recientes encontraron una frecuencia mas alta de virus X4 en el subtipo
C23. Por otro lado, se encontraron virus con diferentes tropismos dentro del subtipo B. En
todos los casos los pacientes con virus X4 o R5X4 fueron sintomadticos o tuvieron un peor
prondstico que los pacientes con virus RS5. Por lo tanto, aunque la secuencia de aminoacidos
refleja relaciones filogenéticas, la presion selectiva de ambientes fisiol6gicos e inmunoldgicos
parecen ser cruciales en el desarrollo de una variabilidad hacia el equilibrio.

Algunas propiedades fisicoquimicas de aminodcidos de Env parecen representar
mutaciones adaptables determinadas por caracteristicas patogénicas. En este sentido, nuestros
hallazgos sugieren que los residuos altamente correlacionados pueden participar en la
determinacion del tropismo infeccioso del VIH-1 y en caracteristicas patogénicas tanto en el
subtipo B como en el resto. Esto debido a que las caracteristicas de los aminodcidos presentes
en las cepas R5-B son similares a las de las cepas C (que son la mayoria RS), mientras que las
cepas X4-B son similares a las cepas D (que en nuestra muestra son todas X4).

Es interesante notar que la posicién 612 no existe en el VIH-2 y en el VIS (Virus de
Inmunodeficiencia de los Simios) los cuales son mucho menos agresivos que el VIH-1 y su
capacidad infecciosa es mucho menor.

Estas observaciones pueden agregar una pieza de evidencia en el estudio del
mecanismo de fusion de membranas inducido por el VIH, asi como apoyar el prondstico
clinico de los pacientes mediante la determinacién del tropismo viral y complementar la
prediccion del fenotipo viral basada en el lazo V3 de gpl120, en donde al aplicar el mismo
andlisis encontramos resultados consistentes.



Como trabajo posterior, seria interesante verificar si anticuerpos monoclonales o
alguna proteina dirigida hacia los aminodcidos en los sitios 612, 619, 621, 624 y 641 son
capaces de inhibir la fusién o si las mutaciones del caracter hidropatico de dichos aminoécidos
son capaces de alterar el tropismo infeccioso viral, lo cual daria pie a posibles aplicaciones
terapéuticas.
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Apéndice A
, foe o 12
Proteinas: conceptos basicos

Cuando miramos una célula al microscopio o analizamos su actividad eléctrica o
bioquimica, en esencia estamos observando proteinas. Estas constituyen la mayor parte del
peso seco de una célula y ejecutan practicamente todas las funciones celulares.

Desde un punto de vista quimico, las proteinas son las moléculas estructuralmente mas
complejas y funcionalmente mds sofisticadas que se conocen. Esto quizd no resulta
sorprendente cuando uno se da cuenta de que la estructura y las propiedades quimicas de cada
proteina se han ido desarrollando y afinando a lo largo de miles de millones de afios de
historia evolutiva.

En las proteinas hay 20 tipos de aminodacidos, cada uno con propiedades fisicoquimicas
diferentes (Tabla Al). Una molécula de proteina estd formada por una larga cadena de estos
aminodcidos, cada uno de los cuales estd unido a su vecino mediante un enlace covalente
peptidico. Cada tipo de proteina tiene una secuencia unica de aminodcidos, que debe ser
exactamente la misma de una molécula a otra del mismo tipo.

La secuencia repetida de dtomos a lo largo de la cadena se conoce como esqueleto
polipeptidico. Unidas a esta cadena repetitiva estan aquellas partes de los aminodcidos que no
participan en la formacién del enlace peptidico y que confieren a cada uno de los aminodcidos
sus propiedades caracteristicas: las 20 cadenas laterales diferentes. Algunas de estas cadenas
laterales son apolares e hidrofébicas (que presentan una repulsién por la molécula del agua),
otras estdn cargadas positiva o negativamente, algunas son reactivas, etc. En la Tabla Al se
muestran sus estructuras atomicas y las propiedades esenciales de cada aminodcido con sus
abreviaturas.

Los 4tomos se comportan casi como si fueran pesadas esferas de un radio determinado
(su radio de van der Waals). El requisito de que dos dtomos no pueden solaparse limita el
nimero posible de dngulos de enlace en una cadena polipeptidica. Estas fuerzas y otras
interacciones estéricas reducen severamente el nimero de disposiciones tridimensionales (o
conformaciones) posibles. A pesar de ello, una larga cadena flexible, como la de una proteina,
puede plegarse en un nimero enorme de posibilidades.

Sin embargo, el plegamiento de una cadena proteica también estd condicionado por
muchos tipos diferentes de enlaces no covalentes débiles, formados entre partes de la propia
cadena. Por tanto, la estabilidad de cada forma plegada se verd afectada por la fuerza
combinada de un gran nimero de estos enlaces.

Existe una cuarta fuerza débil que también desempefia un papel central en la
determinaciéon de la forma de una proteina. Las moléculas hidrofébicas, incluyendo las
cadenas laterales apolares de algunos aminodcidos, tienden a unirse unas a otras cuando se
hallan en un entorno acuoso, minimizando asi su efecto interruptor de la red de moléculas de
agua unidas entre si por enlaces de hidrégeno. Por lo tanto, un factor importante que
condiciona el plegamiento de cualquier proteina es la distribucidén de sus aminodcidos polares
y apolares. Las cadenas laterales apolares (hidrofébicas) de una proteina —correspondientes a
aminodcidos tales como la fenilalanina, la leucina, la valina o el triptéfano- tienden a
aglutinarse en el interior de la molécula (de manera parecida a como las gotitas de aceite
coalescen formando una sola gota grande). Ello les permite evitar el contacto con el agua que



las rodea en el interior de la célula. Por el contrario, las cadenas laterales polares —como las
correspondientes a la arginina, la glutamina o la histidina- tienden a disponerse cerca de la
superficie exterior de la molécula, donde pueden formar enlaces de hidrégeno con el agua y
con otras moléculas polares. Generalmente, cuando los aminoécidos polares se esconden
dentro de una proteina, establecen enlaces de hidrégeno con otros aminodcidos polares o con
el esqueleto polipeptidico.

Como resultado de todas estas interacciones, cada tipo de proteina tiene una estructura
tridimensional determinada por el orden de los aminodcidos de su cadena. Generalmente, la
estructura plegada final, o conformacién, que adopta una cadena polipeptidica es la que
minimiza la energia libre de Gibbs.

La estructura de las proteinas es muy compleja, razén por la cual resulta conveniente
describirla considerando distintos niveles de organizacion:

Estructura primaria: se refiere al nimero e identidad de los aminoacidos que componen la
molécula y al ordenamiento o secuencia de esas unidades en la cadena polipeptidica. La unién
peptidico s6lo permite formar estructuras lineales; por ello, las cadenas no presentan
ramificaciones.

Estructura secundaria: a medida que la longitud de las cadenas va aumentando y en funcién
de las condiciones fisicoquimicas del medio, se conforma este nivel de estructura, que es la
disposicidon espacial regular, repetitiva, que puede adoptar la cadena polipeptidica,
generalmente mantenida por enlaces de hidrogeno. En este caso suelen darse dos tipos de
ordenamiento local (Figura A1):
Hélice alfa. Las cadenas de aminodcidos tienen varios centros polares y, debido a esto,
la fibra suele enrollarse dando lugar a una hélice que se estabiliza formando puentes de
hidrégeno intramoleculares.
Lamina beta. Las cadenas de péptidos se unen formando filas paralelas que se
estabilizan de manera intermolecular mediante puentes de hidrégeno.

Estructura terciaria: ésta es la estructura de la mayoria de las proteinas globulares, aparece a
partir de que la hélice alfa se vuelve a enrollar. Es una arquitectura tridimensional completa
que se debe a las fuerzas de atraccion o repulsion electrostdtica, a enlaces de hidrégeno, a
fuerzas de Van der Walls y a puentes disulfuro.

Estructura cuaternaria: son estructuras de caricter oligomérico, que estan compuestos por
varias cadenas separadas pero entrelazadas en estructura terciaria. Se aplica s6lo a proteinas
constituidas por dos o mdas cadenas polipeptidicas y se refiere a la disposicion espacial de esas
cadenas y a los enlaces que se establecen entre ellas (puentes de hidrégeno, atracciones
electrostéticas, interacciones hidrofébicas, puentes disulfuro entre cisteinas de cadenas
diferentes, etc.). Un ejemplo de este tipo de estructura es la hemoglobina que estd compuesta
por cuatro subunidades de mioglobina.
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Figura A1. De izquierda a derecha: los cuatro niveles de estructura en las proteinas.

A.l Las hélices alfa y laminas beta: patrones comunes de plegamiento

Cuando se comparan las estructuras tridimensionales de muchas moléculas proteicas,
se hace evidente que, aunque la conformacién global de cada proteina es tinica, a menudo se
encuentran dos patrones de plegamiento en algunas zonas de las proteinas. Ambos fueron
descubiertos hace mas de 50 afios, estudiando el pelo y la seda. El primer patrén descubierto,
llamado hélice a, fue hallado en la proteina a-queratina, que es muy abundante en la piel y sus
derivados. Un afio después se hall6 una segunda estructura plegada, llamada ldmina f, en la
proteina fibroina, el principal constituyente de la seda. Estos dos patrones son particularmente
comunes porque resultan de la unién de los grupos N-H y C=0 del esqueleto polipeptidico
mediante enlaces de hidrégeno, sin que intervengan las cadenas laterales de los aminodcidos.
Por lo tanto, muchas secuencias diferentes de aminoécidos pueden formar estas estructuras. En
cada caso, la cadena proteica adopta una conformacién regular repetitiva.

El nicleo de muchas proteinas contiene extensas regiones de lamina 3. Estas laminas 3
pueden estar formadas por cadenas polipeptidicas vecinas dispuestas paralelamente o por una
cadena que se pliega una y otra vez sobre si misma, de modo que cada seccion de la cadena se
dispone en direccién contraria a sus vecinas.

La hélice o se genera cuando una cadena polipeptidica se enrolla sobre si misma
formando un cilindro rigido. Entre cada cuatro enlaces peptidicos se establece un enlace de
hidrégeno, uniendo el C=0 de un enlace peptidico con el N-H de otro. Esto da lugar a una
hélice regular con una vuelta completa cada 3.6 aminodcidos.

En las proteinas localizadas en las membranas celulares, como las proteinas

transportadoras y los receptores, son especialmente abundantes regiones cortas de hélice o.
Es muy raro que las subunidades se unan formando una linea recta, por lo que normalmente
esta disposicion da lugar a una hélice —una estructura regular que recuerda a una escalera de
caracol. Dependiendo del giro de la escalera, una hélice puede ser dextrdgira o levdgira. Las
hélices son comunes en las estructuras bioldgicas, tanto si las subunidades son moléculas
pequenas unidas entre si covalentemente (los aminodcidos en una hélice o) como si son
grandes moléculas proteicas. Esto no debe resultar sorprendente. Una hélice no es una
estructura excepcional; se genera disponiendo muchas subunidades similares una a
continuacion de otra, de forma que la relacion de cada una respecto de la anterior se repite
estrictamente.



A.2 Glicosilacion proteica

La glicosilacién es la modificacion covalente mds frecuente en las proteinas. Ocurre por
la unién de una o mds cadenas oligosacdridas a la secuencia aminoacidica, confiriéndole a la
proteina diferentes cualidades estructurales y funcionales. La glicosilacién contribuye, por
ejemplo, al correcto patrén de plegamiento de las proteinas, les confiere mayor resistencia a
las proteasas, mayor estabilidad ante modificaciones fisico-quimicas del medio, entre otras
propiedades. Por otra parte, los carbohidratos cumplen funciones muy importantes en el
reconocimiento biolégico, uniéndose a diferentes moléculas y mediando interacciones célula-
célula.

La glicosilacion o glicosilacion proteica se trata del proceso de adicién de carbohidratos
a una protefna. La finalidad de las proteinas a las que se les ha afiadido una cadena de glicidos
(Glicoproteinas), es ser secretada o formar parte de la superficie celular, aunque proteinas
nucleares y citos6licas también pueden estar glicosiladas. Los carbohidratos de las
glicoproteinas tienen funciones importante en el plegamiento de proteinas en el reticulo
endoplasmatico rugoso (RER), en el destino de la proteina en los compartimientos
intracelulares y en las interacciones célula-célula.

Hay dos tipos: N-Glicoproteinas y O-Glicoproteinas, dependiendo del lugar de adicion
de los carbohidratos:

1 N-glicoproteina: Los carbohidratos se unen al extremo N de la cadena lateral, del
aminoécido asparagina.

2 O-Glicoproteina: El lugar de unién es el dtomo de Oxigeno de los aminodcidos
Serina y Treonina.

Los carbohidratos que se unen directamente a estos sitios son normalmente N-
acetilglucosamina (GIcNAc) o N-acetilgalactosamina respectivamente (GalNAc).

La glicosilacion se lleva a cabo en el interior del reticulo endoplasmético rugoso. El
primer paso es la translocacién proteica (introduccién de la proteina al interior del RER).
Mientras se introduce, se hace la transferencia de un oligosacdrido comun, compuesto de 14
residuos (2 N-acetilglucosaminas, 3 glucosas y 9 manosas) a un aminodcido de asparagina de
la proteina en sintesis. El oligosacarido es introducido al interior del RER, gracias a un lipido
transportador de su membrana, llamado el dolicol fosfato.

Una vez transferido a la proteina, en el proceso de "maduracién" de la proteina, este
oligosacdrido sufrird unas modificaciones: perderd las 3 glucosas y 1 manosa. Posteriormente
las glicoproteinas pasaran al Aparato de Golgi, donde sufriran modificaciones adicionales.

Esto es para el N-acetilglucosamina, los O-oligosacdridos se forman con la adicion de
un dnico azucar compuesto por pocos residuos monosacdridos. La diferencia con la O-
glicosilacidn, es que esta dltima ocurre directamente en el aparato de Golgi, y directamente en
la proteina postraduccionalmente, adicionandose con un grupo hidroxilo al residuo de serina o
treonina. Por el contrario la N- glicosilacién empieza en el RER y termina en el Golgi, donde
se empaqueta y exporta desde el reticulo trans-golgi como una proteina madura.
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Figura A2. Esquema que intenta ilustrar la N- y la O-glicosilacién. La mayoria de las proteinas
presentan glicosilacién del tipo N.

Tabla Al. Los 20 aminoécidos que forman las proteinas. En la lista se presentan las
abreviaturas de una y de tres letras. La cuarta columna indica la polaridad de su
cadena lateral, que es la que le confiere sus propiedades a cada aminoécido. El color
del fondo de la estructura atémica indica el grupo al que pertenecen:
naranja=apolares, verde=polares sin carga, fuchsia=dcidos y cian=basicos. Como se
muestra, el nimero de cadenas laterales apolares es igual al de polares y i6nicos.

Nombre Estructura ,Ca'rga Cadena Indice
Atémica eléctrica [e] Lateral | Hidropatico

Abreviatura (a PH biolégico)

Alanina
- 0 Apolar 1.8

Ala A

Glicina
- 0 Apolar -0.4

Gly G

Valina
- 0 Apolar 4.2

Val V

Leucina
- 0 Apolar 3.8

Leu L

Isoleucina
- 0 Apolar 4.5

Ile 1

Prolina
- 0 Apolar -1.6

Pro P

Fenilalanina
- 0 Apolar 2.8

Phe F

Metionina
- 0 Apolar 1.9

Met M




Tript6fano
0 Apolar
Trp W
Cisteina
Cys C
Tirosina
0 Polar
Tyr 'Y
Treonina
Thr T
Serina
0 Polar
Ser S
Glutamina
Asparagina
0 Polar
Asn N
Histidina HglE o
He—E 2 0.6 Polar
His H et
Lisina HaHEen
Eha 1 I6nica
Lys K T2
COOH
Arginina e
e 1 I6nica
ARg R H'N;l;{lNH
Acido Glutdmico
-1 I6nica
Glu E
Acido Aspértico
-1 I6nica
Asp D




Apéndice B
Pruebas estadisticas’

B.I La prueba ¥/

La prueba ¥’ es probablemente la prueba mdas usada de significancia estadistica. Es
una prueba no paramétrica, de modo que no involucra suposiciones acerca de una distribucion
normal de las poblaciones en estudio. La estadistica % est4 determinada por %> = (O — E)*/ E,
en donde O es el valor observado y E el valor esperado de una cantidad bajo estudio. Dos
aplicaciones importantes son la estimaciéon de bondad de un ajuste y las tablas de
contingencia. La forma bésica de la prueba determina si las frecuencias observadas del valor
de un pardmetro particular o rango de valores difieren significativamente de las frecuencias
esperadas de acuerdo a cierta teoria o hipdtesis. Cuando la prueba se aplica a una serie N de
valores observados O; y esperados E;, la prueba tiene la forma xiz = (0; - Ei)z/ E;, con i=1, 2,
...N. La estadistica x2 estard dada por la sumatoria Xi i y aparece tabulada en tablas que
dependen de los grados de libertad estadisticos del sistema. El nivel de probabilidad resultante
puede entonces compararse con el nivel de significancia escogido. Finalmente, puede
realizarse la decision de aceptar o rechazar la hipétesis nula Hy referente a un problema
especifico.

En este trabajo, la prueba % se utiliza en el cdlculo de tablas de contingencia. Las
tablas de contingencia mds simples de 2x2, son pruebas de asociacién entre categorias
mutuamente exclusivas de una variable (dadas en los renglones de la tabla) y categorias
mutuamente exclusivas de otra variable (dadas en las columnas de la tabla). Una tabla se
expresa en forma de frecuencias que indican cémo se distribuye la frecuencia total entre las
cuatro celdas de la tabla. La hipétesis nula a ser probada es de la forma:

Hpy : No existe relacion entre las dos categorias de las variables.

Los grados de libertad de la prueba se determinan por GL = (NC -1) X (NR-1), donde
NC es el nuimero de columnas y NR el nimero de renglones, de manera que en una tabla de 2
X 2, GL = 1. Por otro lado, si el nimero de frecuencias observadas en las celdas de la tabla
son a, b, ¢, d, con un gran total N =a + b + ¢ + d, entonces la estadistica x2 puede calcularse de
acuerdo con la férmula x2 =N (ad—bc)2 / [(a+b)(c+d)(a+c)(b+d)]. El esquema anterior puede
extenderse al caso mds general de tablas de contingencia de k x n. Es importante aclarar que
la estadistica x> puede aplicarse a sistemas que involucran poblaciones con un nimero
reducido de elementos.



B.2 La prueba U de Mann-Whitney

La prueba U de Mann-Whitney es una prueba no paramétrica utilizada para verificar si
dos muestras de poblaciones provienen de la misma distribucion. La hipétesis nula Hy es que
dos muestras han sido obtenidas de una sola poblacién, y por tanto, sus distribuciones de
probabilidad son idénticas. La prueba requiere que las dos muestras sean independientes y que
las observaciones tengan forma numérica, de manera que pueda decidirse, dadas dos de ellas,
cudl es mayor. La prueba involucra el cdlculo de la estadistica “U”, cuya distribucién dada la
hipdtesis nula es conocida. La probabilidad asociada aparece tabulada para muestras pequeiias,
la cual puede compararse con un nivel de significancia preestablecido. Cuando las muestras
exceden a los 20 elementos, entonces puede utilizarse una distribucién normal con bastante
buena aproximacion.

El cédlculo de la estadistica “U” para muestras pequeias es muy sencillo. Para ello, se
escoge la muestra para la cual los rangos de valores parecen ser mas pequeios. Si se llama a
esta muestra 1 y a la restante 2, entonces dada una observacién en la muestra 1, se debe contra
el nimero de observaciones en la muestra que sean mds pequefias que ésta (contdndose la
mitad cuando son iguales). El nimero total de estas cuentas es U.
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