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El conocimiento de la epidemiologia molecular del VIH en México es notablemente
escaso. Los trabajos publicados hasta la fecha muestran que el subtipo
predominante en nuestro pais es el subtipo B. A pesar de estos resultados los
estudios publicados no cuentan con gran representatividad ya que se enfocan a
ciertos grupos de riesgo y el tamano de las cohortes es reducido.

En el Centro de Investigacion de Enfermedades Infecciosas (CIENI) del Instituto
Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER) se llevo a cabo el estudio de
epidemiologia molecular del VIH mas grande y representativo de México. En dicho
estudio se analizaron mas de 1500 secuencias del gen pol de virus provenientes
de pacientes virgenes a tratamiento antirretroviral de los diferentes estados de la
Republica Mexicana. En dicho estudio se encontr6 que el 99.91 % de los virus
analizados pertenecen al subtipo B y 0.09% a recombinantes BF (resultados no
publicados). Al analizar las relaciones filogenéticas entre los diferentes virus
mexicanos se encontré que no existia ningiin agrupamiento por region geografica,
es decir, los virus se distribuian de forma homogénea en el arbol filogenético sin
importar su origen. Estos resultados muestran una gran homogeneidad entre las
secuencias de los virus circulantes en nuestro pais. A pesar de esto, los
resultados obtenidos en el analisis filogenético del gen pol no son completamente
concluyentes ya que la alta homogeneidad se podria deber a la relativa baja
variabilidad del gen pol.

En el presente estudio se analizaron 101 secuencias del gen env perteneciente a
la regién C2-V5. Se decidié analizar dicho gen ya que es el mas variable del
genoma del VIH. Los sueros de los cuales se extrajeron los RNAs virales se
obtuvieron del banco de sueros de la cohorte del proyecto de Epidemiologia
Molecular del Centro de Investigacién de Enfermedades Infecciosas (CIENI) del
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER).

De los 101 pacientes participantes en el estudio, el 37% de los pacientes
provenian del Centro, el 27% del Norte y el 36% del Sur. Los estados que
participaron en el estudio fueron: Sonora, Baja California Norte, Nuevo Leédn,
Jalisco, D.F., Edo. de México, Morelos, Chiapas, Oaxaca, Veracruz y Guerrero.



Al realizar la subtipificacion de las secuencias virales del gen env se encontré que
el 100% de las secuencias pertenecian al subtipo B.

Con el fin de determinar si la variabilidad del gen viral analizado pudiera influenciar
las conclusiones obtenidas a partir del analisis filogenético de VIH circulante
mexicano, se realizé una comparacion entre los arboles filogenéticos construidos
con secuencias de los genes env 'y pol de los virus de individuos participantes en
el presente estudio el método que se utilizo para construir lo arboles fue el método
Neighbor Joining, calculando las distancias evolutivas mediante el modelo de
Kimura 2 parametros usando como prueba bootstrap 1000 repeticiones.

Al analizar el arbol de pol encontramos que no existian agrupamientos por
regiones geograficas mientras que en el arbol de env se logré distinguir algunos
agrupamientos por region geografica. A pesar de la existencia de estos
agrupamientos no fue posible asegurar su existencia, ya que los valores de
bootstrap fueron menores al 70%.

Encontramos que el modelo Kimura 2 pardmetros no representdé de forma
adecuada las relaciones filogenéticas entre los virus mexicanos ya que presentaba
relaciones filogenéticas erréneas en el arbol de env .Por tal motivo se probaron los
diferentes modelos de nucledétidos incluidos en el programa MEGA 4.1 B, con lo
cual se determind que el modelo Maximum Composite Likelihood representaba
con mayor exactitud las relaciones filogenéticas entre los virus mexicanos.

Al analizar las relaciones filogenéticas entre las secuencias del gen env de los
virus mexicanos con el método Neighbor Joining y el modelo Maximum Composite
likelihood, encontramos que en general no existi6 un agrupamiento por regiones
geograficas, es decir los virus de las regiones Centro, Norte y Sur se distribuian de
forma homogénea en el arbol filogenético. A pesar de esto se encontr6 un
agrupamiento entre siete virus del Centro, los cuales no mantenian una linea de
transmision evidente. Sin embargo, no fue posible concluir la existencia de una
diferenciacién entre los virus del Centro, Norte y Sur, ya que el niumero de virus

agrupados fue pequerio y por tanto no fue representativo.



La epidemia por el virus de inmunodeficiencia humana (VIH), causante del
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), se ha convertido en un problema
de salud mundial sin precedentes. Conocido desde hace 27 afnos, se estima que
este virus ha causado alrededor de 25 millones de muertes en el mundo,
generando cambios demograficos drasticos en los paises mayormente afectados
[1]. Sin embargo, los andlisis epidemioldégicos mas recientes muestran resultados
alentadores. En algunos paises de América Latina y de Africa sub-Sahariana, el
nuamero anual de nuevas infecciones por VIH ha disminuido, al igual que el numero
de muertes causadas por SIDA. Estos avances se pueden atribuir a las camparnas
de informacion implementadas en varios paises, al igual que a la ampliacion del
acceso al tratamiento antirretroviral. A pesar de esto es necesaria la ampliacion de
las politicas y programas de prevencion y acceso al tratamiento antirretroviral a
mayor numero de regiones [1].

De acuerdo al reporte presentado por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
para el afo 2007, existia un total de 32,2 millones de personas que vivian con VIH,
de los cuales 30,8 millones eran adultos y 2,5 millones eran menores de 15 arios.
Del total de casos 15,4 millones eran mujeres. En este mismo afo existieron 2,5
millones de nuevas infecciones por VIH, de las cuales 2,1 millones fueron en
adultos y 420,000 en menores de 15 afos. En este afo se registraron 2,1 millones
de defunciones, de las cuales 1,7 millones fueron en adultos y 330000 en
menores de 15 afnos.[1] Sudafrica continda teniendo el mayor indice de casos de
VIH y muertes por SIDA a nivel global. Para el 2007, el 35% de las personas
infectadas por VIH y el 38% de las muertes causadas por SIDA se encontraban en
esta area. De acuerdo al reporte del 2007, en Africa sub-sahariana se encontraban
concentrados el 67% de personas que vivian con VIH (ver figura 2.1.)[1].
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La epidemia del VIH en el mundo sigue dos patrones:

e Epidemias generalizadas en poblaciones generales de muchos paises
de Africa subsahariana, en especial en la parte meridional del
continente(ver figura 2.2).

e Epidemias en el resto del mundo que se concentran principalmente entre
las poblaciones de mayor riesgo, como son los hombres que tienen sexo
con hombres (HSH), usuarios de drogas intravenosas, profesionales del

Sexo y sus parejas sexuales [2].
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Figura 2.2. Prevalencia estimada del VIH en adultos (15-49)(%) en todo el mundo y en Africa
Subsahariana ,1990-2007.



El 50% de personas que viven infectadas por VIH en el mundo son mujeres. La
proporcidon de mujeres infectadas por VIH en los dltimos 10 afios se encuentra
estable en la mayor parte del mundo. Sin embargo, en algunas regiones el nimero
de mujeres infectadas ha mostrado un aumento debido principalmente a
cuestiones asociadas a desigualdad de género, ya que las normas sociales
restringen el acceso a la informacién basica de sexualidad y salud reproductiva a
las mujeres, lo cual las coloca en una situacion de vulnerabilidad.

(ver figura 2.3) [1].
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Figura 2.3 Porcentaje de individuos infectados con VIH mayores de 15 afios que son
mujeres (1990-2007) [1].

Entre el afio 2001 y 2007, se produjeron aumentos similares en las cifras totales
de nuevas infecciones en varones y mujeres, si bien la razén varén/mujer se
mantuvo estable en todo el mundo. El nimero estimado de 15,4 millones [13,9-
16,6 millones] de mujeres que viven con el VIH en 2007 representa 1,6 millones
méas que los 13,8 millones [12,7-15,2 millones] en 2001. En Africa Subsahariana,
el 61% de los adultos infectados por VIH son mujeres, mientras que en el Caribe
son el 43% [1].



Los porcentajes de mujeres que viven con el VIH en América Latina, Asia y
Europa Oriental estdn aumentando lentamente, ya que el VIH se transmite a las
parejas femeninas de varones que probablemente lo hayan contraido a través del
consumo de drogas inyectables, las relaciones sexuales remuneradas o entre
varones sin proteccion. En Europa Oriental y Asia Central, se estimdé que las
mujeres representaban el 26% de los adultos con el VIH en 2007 (en comparacién
con el 23% en 2001), mientras que en Asia este porcentaje alcanzo6 el 29% en
2007 (en comparacion con el 26% en 2001)[2].

La via mas comun de transmisién del VIH es por medio de via sexual, seguida del
uso de drogas intravenosas y finalmente la via perinatal. El riesgo de contraer VIH
por medio de transfusiones sanguineas y sus derivados ha disminuido
considerablemente ya que desde los afos 1985-1986 se introdujeron pruebas
rutinarias para la deteccién de VIH en la mayoria de los paises [2].

De acuerdo al informe dado por el Centro Nacional para la Prevencién y el Control
del VIH/SIDA se han diagnosticado a partir de 1983 hasta el afno 2008 un total de
26,200 personas infectadas por VIH en México. De acuerdo al Registro Nominal
de Seropositivos a VIH (datos al 14 de noviembre del 2008), las entidades que
cuentan con una mayor prevalencia de personas infectadas por VIH son Yucatan,
Distrito Federal, Quintana Roo , Veracruz y Chihuahua con 0,05 casos por cada
100 habitantes (ver tabla 2.1). La entidad que cuenta con mayor numero de
infectados del total registrados a nivel nacional es el Distrito Federal (18,3%). La

tabla 2.2.1 muestra la prevalencia del virus en cada entidad federativa[3].



Tabla 2.1. Prevalencia de VIH en las diferentes entidades de la Republica

Mexicana*

Entidades con mayor

prevalenciade

personasinfectadss  INEEG—_—_—

conVIH

Luga por Personas con VIH| Prevalencia de
""‘f""”"’ Etiad Fedartia registradas | VIH registrada %

1 Yucatan 1,037 0.05 40

) |Dehibofederd | 47 005 | 18 | f——g

3 untana Koo 654 U Wy’
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16 (Gusrrera 56 0.02 2]

17 [Campeche 141 0.2 05

18 |Puebla 917 0.2 i

15 Morelos 264 0.02 1.0

20 Nayarit 140 0.01 0.5

2 Coahula 343 (.01 13

] Colima 74 001 0.3

pi] San Luis Potos il 0,01 1.1

N Lacaecas 163 001 0%
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*Datos al 14 de noviembre del 2008 del Registro Nominal de Seropositivos a VIH La prevalencia es por cada 100

habitantes[3].



De acuerdo al Registro Nominal de Seropositivos a VIH, del total de los casos
registrados en México el 71% son hombres mientras que el 29% son mujeres. El
grupo de edad que es mas afectado son las personas entre 15 y 29 afos (ver
figura 2.4)[3].

0-14

Se desconoce

Figura2.4. Distribucion por edades de las personas afectadas por VIH. El grupo de edad
mayormente afectado es el de 15-29 afos siendo este rango de edad el mas prevalente en las
personas infectadas con VIH [2].

Como se mencion6 anteriormente, la epidemia de VIH/SIDA en México esta

centrada en hombres, dentro de los cuales los hombres que tienen sexo con otros



hombres (HSH) son el grupo mas afectado de la poblacién (ver figura 2.5). Sin
embargo, investigaciones recientes demuestran que la infeccidon ha comenzado a
crecer mas rapidamente en otros sectores de la poblacion. Esto se debe a que el
factor de riesgo no se encuentra en las preferencias sexuales, sino en conductas
riesgosas como son la no utilizacién de condén, tener multiples parejas sexuales

y/o el uso de drogas intravenosas [4].
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Figura 2.5. Tasa de afectacion de casos acumulados de sida en adultos por categoria de
transmision sexual, 1983-2005. El grupo mas afectado es el de hombres que tienen sexo con
otros hombres (HSH) en comparacion con los grupos de transmision heterosexual en hombres
(Hetero M) y mujeres (Hetero F). Tomado de [4].

De acuerdo al registro nacional de SIDA al dia 14 de noviembre del afio 2008 el
95,8% y 92,5% de casos de VIH en hombres (ver figura 2.6) y mujeres (ver
figura 2.7) de 15 a 29 anios respectivamente fueron contagiados por transmision
sexual, mientras que el 3,7% y 7,5% fueron contagiados por via sanguinea en
cada uno de los grupos. Para el 0,5% de los casos en hombres se desconoce la

via de transmisién (ver tabla 2.2)[3].
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Figura 2.6. Vias de transmision de la infeccion por VIH en hombres entre 15 y 29 afos de
edad en México. La via de transmision mas frecuente entre hombres de 15 a29 afos es la
sexual .Tomado de [3].

Transmisidn
sanguinea
1%

Figura 2.7 Vias de transmision de la infeccion por VIH en mujeres entre 15 y 29 afios de edad
en México. La via de transmision mas frecuente entre mujeres de 15 a 29 afos es la via sexual.
Tomado de [3]



En la Tabla 2.2 se muestra la importancia de la via de transmisién sexual dentro

del marco epidemiol6gico del VIH/SIDA en México.

Tabla 2.2 Porcentaje de casos acumulados de SIDA por Categoria de Transmision

totales para la Republica mexicana al 15 de noviembre del 2007.*

H=H 459 Transfusion an Perinatal 23 UDI-HSH 03 Se Desconoce 350
Heterosexual 46,6 Hemfilicos 04

Donadaores 05

LDl 1.1

Exp. Qoupacional <01
Total 225 Total 49 Total 23 Total 03 350
Fuente: Censids, con base en DGE- Registro Nadonal de Casos de SIDA. Datos al 15 de noviembre del 2007,

Mota: La categorla "5e Dasconoca”se excluye del cdloulo de |as restantes categorlas; |3 presentacion s2 realiza a efectos de apreciar su magnitud.
*Tomado de [4].

Desde la aparicion del VIH/SIDA se comenz6 a sospechar de la existencia de
ciertos “grupos de riesgo”, idea que ha evolucionado hasta considerarse grupos de
“vulnerabilidad” y “riesgo asociado”. El desarrollo conceptual de “grupo de
vulnerabilidad” y “riesgo asociado”, responden a la necesidad de entender el
fendémeno de la epidemia de VIH en el mundo. Los grupos vulnerables son grupos
de riesgo socialmente desfavorecidos, lo cual aumenta la probabilidad de contraer
VIH. En el caso de los grupos con riesgo asociado, son aquellos grupos que

deliberadamente asumen el riesgo de infectarse con VIH[4].

De acuerdo a esta idea de grupos vulnerables se han distinguido los siguientes:
Migrantes: Se ha observado en estudios cuantitativos que hombres y mujeres que
cruzan la frontera tienden a alterar sus hébitos sexuales, incrementando el nimero
de parejas sexuales, ademas de que muestran un incremento significativo en el
uso de drogas intravenosas, lo cual aumenta considerablemente el riesgo de
contraer VIH [4].

Mujeres: La desigualdad social es uno de los factores mas importantes en la
transmision de la infeccién por VIH. Esta desigualdad de género causa que las
mujeres en ocasiones no cuenten con informacion basica de sexualidad y salud

reproductiva. Existen también factores bioldgicos que favorecen la transmisidén del



virus en determinados grupos. Al mantener relaciones heterosexuales, la mujer
tiene de dos a cuatro veces mayor probabilidad de contraer VIH ya que la carga
viral en el semen es mayor a la encontrada en los fluidos vaginales.[4]

Usuarios de drogas intravenosas (UDI): El crecimiento de la transmisién por
esta via fue lento hasta el afio 2006, cuando los casos acumulados de SIDA
asociados a esta ruta de transmision eran apenas el 1.2% en el pais, incluyéndose
algunos casos de HSH que utilizaban drogas intravenosas [4].

Los grupos con riesgo asociado son:

Hombres que tienen sexo con otros Hombres. Este grupo es el mas afectado
de la poblacion ya que un 45.9% de los casos de VIH en hombres, pertenece a
hombres que tienen sexo con otros hombres. La razén por la cual tienen un riego
asociado se debe a que en su mayoria sostiene relaciones sexuales a través de
coito anal, esto se debe a que se lastima la mucosa réctalo debido a que es fina 'y
puede desgarrarse facilmente, con lo que las pequenas lesiones en la mucosa son
suficientes para permitir la entrada facil del VIH. Una forma de disminuir el riesgo
de contagio el uso adecuado del condén. Sin embargo en muchos de los casos el
contagio de VIH esta asociado al uso de drogas intravenosas, a tener multiples
parejas sexuales y a la vulnerabilidad social [5].

Los(as) sexoservidores(as) El riesgo crece al aumentar el numero de parejas
sexuales. Muchos de los(as) sexoservidores(as) no utilizan condén, lo cual

incrementa la probabilidad de que contraigan el virus[4].

El virus de la inmunodeficiencia humana es un virus perteneciente al género de los
lentivirus, dentro de la familia de los retrovirus. Estos virus se caracterizan por
presentar enfermedad de curso crénico al igual que un periodo largo de latencia.
Ejemplos de estos virus son los virus de inmunodeficiencia de los simios (SIV), los
virus de inmunodeficiencia de los felinos (FIV) y el virus visna de las ovejas[6].



Existen dos tipos de VIH, VIH-1 y VIH-2, los cuales presentan un parecido
sorprendente si se analizan con microscopia electronica. A pesar de esto difieren
en el peso molecular de las proteinas que los conforman y presentan diferencias
en sus genes accesorios. A pesar de las diferencias existentes entre el VIH-1 y el
VIH-2, ambos producen inmunodeficiencias similares causadas por la replicacion
del virus en las células T CD4 * del hospedero [6].

Debido a que en la mayor parte de los casos de infeccién por VIH se da por VIH-1,
unicamente nos referimos a la estructura de este.

El VIH-1 es un virus de genoma de RNA con cubierta lipidica, con un diametro de
100 nm. Cada particula viral contiene en su envoltura 72 complejos de
glicoproteinas, los cuales estan integrados por trimeros de la glicoproteina
externa gp120 y la proteina transmebranal gp41. La proteina de matriz p17 se
encuentra anclada en el interior de la membrana lipoprotéica y la proteina p24 es
aquélla que forma la capside viral, la cual contiene 2 copias del genoma viral de
RNA. El RNA viral se encuentra en un complejo proteina-acido nucléico con p7,
que funciona como nucleocéapside. La particula viral cuenta ademas con enzimas
codificadas por el genoma viral que son fundamentales para el ciclo de replicacion
del VIH, las cuales incluyen a la transcriptasa reversa (p51/p66), integrasa (p32) y

proteasa (p11) (ver figura 2.7)[6].

Envoltura

Figura 2.7. Estructura general del VIH. El VIH es un virus envuelto con genoma de RNA. Las
proteinas gp120 y gp41 forman parte de la envoltura viral. La proteina p24 constituye la capside
viral, la proteina p7 constituye la nucleocapside y p17 se encuentra asociada a la membrana



constituyendo una matriz proteica. El virion contiene ademaés enzimas codificadas por el genoma
viral que son fundamentales para el ciclo de replicacion viral, incluyendo la transcriptasa inversa,
integrasa y proteasa.

La mayoria de los retrovirus incluyen tres genes estructurales principales: gag
(antigeno especifico de grupo), pol (polimerasa) y env (envoltura). Las
repeticiones terminales largas (LTR, por sus siglas en inglés “long terminal
repeat”) se encuentran en ambos extremos del genoma viral, y se conectan con el
DNA de la célula infectada después de la integracién (este fragmento no codifica
para ninguna proteina). La funcién que cumplen los LTR’s es regulatoria ya que
promueve la replicacion y propagacién del VIH cuando interactia con las proteinas
virales Tat y Vpr, Recientemente se ha descubierto que contiene un motivo
llamado caja E. La caja E es un mediador importante de la regulacion de la
transcripcion proviral, ya que la proteina bHLH interfiere con el complejo
transcripcional [7].

En medio de los LTR’s se encuentran los genes gag que codifica para la capside y
nucleocapside, pol que codifica para las enzimas virales y env que codifica para
las glicoproteinas de la envoltura. Por tanto, la estructura clasica de un retrovirus
es 5'LTR-gag-pol-env-LTR3". Ademas de los genes estructurales, el VIH contiene
6 genes adicionales (vif, vpu, vpr, tat, rev y nef), los cuales se encuentran
sobrelapadas con otros marcos abiertos de lectura (ORF, por sus siglas en
inglés)[5]. (ver figura 2.8 ).

En el pasado nef, vif, vpr y vpu se clasificaron como genes accesorios ya que se
creia que su funcion no era fundamental para el proceso de replicacion. No
obstante, ahora se sabe que sus funciones son indispensables para la replicacion
viral. Los genes tat y rev se producen en la parte inicial de la replicacién viral y
son importantes reguladores del ciclo de replicacion viral [6].
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Figura 2.8. Organizacion del genoma del VIH._Se pueden observar los 3 genes estructurales
principales gag, poly env, y sus 6 genes accesorios/reguladores vif,vpu,vpr,taty nef.

Al igual que en otros retovirus competentes para la replicacion, los 3 productos
génicos principales de la traduccién en el VIH son proteinas estructurales o
enzimas que se requieren para su replicacién. Estos productos en un principio son
sintetizados como poliproteinas precursoras, las cuales son procesadas para su
maduracion por proteasas celulares o virales. El producto de gag, un precursor de
55KDa (Pr55%%), tiene como productos finales la proteina de matriz (p17), la
nucleocapside (p7) y la capside (p24). La autocatalisis de la poliproteina Gag-Pol
de 160 kDa da origen a la proteasa, a la retrotranscriptasa heterodimérica y a la
integrasa. En el caso del precursor Env (gp160) la digestion proteolitica por
enzimas celulares da como resultado la formacién de la glicoproteina de superficie
gp120 y la glicoproteina transmebranal gp41 [8].

Tat y Rev son proteinas reguladoras que se acumulan en el nucleo y se unen a
regiones definidas del RNA viral. Tat y Rev estimulan la transcripcion del DNA
proviral de VIH-1 a RNA, promueven el alargamiento del RNA, incrementan el
transporte de RNA de VIH del ndcleo al citoplasma y son esenciales para la
traduccion. Rev es un factor de exportacién nuclear que es importante para el
cambio de la expresidbn temprana de proteinas reguladoras a las proteinas

estructurales que se sintetizan posteriormente [6].



La proteina Tat (proteina trans-activadora), es una de las proteinas esenciales de
la regulacion de la expresién de los genes del VIH-1. Existen dos tipos de
proteinas Tat, Exon Tat-1 (se encuentra en menor proporcién) de 72 aminoacidos
y Exon Tat-2 ( es la forma mas comun) de 86 aminoacidos. La proteina Tat se
encuentra localizada primordialmente en el nucleo. Esta proteina se une al TAR
(elemento de respuesta de transactivacion) de los RNAs y activa la iniciacion de
la transcripcion y elongacion de los promotores LTR s, esta proteina previene la
poliadenilacion del LTR 5” lo cual evita la terminacion prematura del transcrito [9].
La proteina Rev es un factor regulatorio de la expresion del VIH-1, es una
fosfoproteina de 19kD la cual se localiza en el nucleo. El VIH-1 ya integrado al
genoma (estado proviral) genera tres tipos de mRNA segun su procesamiento: de
9kb (no procesados) que codifican para las proteinas Gag y Pol; 4kb
(semiprocesados) que codifican para Env, Vif y Vpu y de 2kb (completamente
procesados), que codifican para las proteinas Tat, Rev y Nef. Estos transcritos no
procesados o0 semiprocesados son exportados al citoplasma por medio de la
proteina Rev. Esta proteina tiene la capacidad de interactuar con la estructura
REE (Elemento de respuesta a Rev), presente en la regiéon env de los transcritos
virales y los exporta al citoplasma en asociacién con ciertas proteinas celulares
[10].

El producto de nef puede disminuir la expresion de CD4 * y de las moléculas de
clase | del antigeno leucocitario humano (HLA) en la superficie de las células
infectadas por VIH-1. Esto representa un mecanismo importante en el escape del
virus de las respuestas de células T CD8". Nef también esta implicado en defectos
en la activacion de células, ya que se une a varias proteinas involucradas en las
vias intracelulares de transduccién de sefales [6].

La proteina Vpr es una proteina que consta de 96 aminoacidos, que es importada
en el virién. Esta proteina interactia con la region p6 Gag del precursor Pr55 Gag.
Esta proteina se encuentra en el ndcleo. La funcidén principal de Vpr es la
inhibicion de la expansion clonal al permitir la detencion de la célula en la fase G2
del ciclo celular, etapa donde el LTR del VIH-1 es mas activo [10,6].



Otra de las funciones que se ha encontrado para Vpr es su participacion en la
importacién hacia el nucleo del Complejo de Preintegracién del VIH. [10]

El gen vpu es importante para el proceso de gemacion del virus puesto que
mutaciones en este gen se asocian a la persistencia de las particulas virales en la
superficie de la célula hospedera. Vpu también esta involucrado en el proceso de
degradacién de los complejos CD4-gp160 en el reticulo endoplasmico y por tanto
permite el reciclaje de gp160 para la formacion de viriones nuevos[6].

Estudios recientes han demostrado que VIH-1 que carece de Vif no se replica en
células T CD4+ ni en macrofagos; ya que estos virus tienen la capacidad de entrar
en la célula blanco e iniciar la retro transcripcion, pero la sintesis del DNA proviral
permanece incompleta. La fusion in vitro de las células permisivas y las no
permisivas, generan un fenotipo no permisivo, lo cual sugiere que la replicacién
del virus depende de la presencia o ausencia de un inhibidor celular. Este factor
inhibitorio endbégeno se identific6 como APOBEC3G (Apolipoproteina B de la
enzima editora de mRNA, polipeptido catalitico similar a 3G)(ver figura2.9).
APOBECS3G pertenece a la familia de las enzimas intracelulares que desaminan a
la citocina, convirtiéndola en uracilo en el mMRNA o en el DNA, lo que tiene como
resultado la acumulacion de mutaciones G por A que causan la degradaciéon del
DNA viral. El gen vif bloquea la actividad inhibitoria de APOBEC3G mediante la
formacién de un complejo APOBEC3G-Vif-ubiquitina, que es susceptible de ser
degradado por el proteosoma de la célula infectada (Figura 2.9) .[6].
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Figura 2.9. Papel de APOBEC3G como inhibidor retroviral en el ciclo de replicacion del VIH.
La proteina viral Vif se une a APOBEC3G e impide su acciéon en los virus nuevos que se
forman(figura a). Los virus en los que se suprime vif no pueden inhibir la APOBECS3G intracelular,
que posteriormente se incorpora en los virus nuevos € interfiere con la retrotranscripcion en la
célula blanco como son los linfocitos y los macréfagos [6].

La traduccién del gen env da como primer producto el precursor gp160, el cual al
ser digerido por enzimas proteoliticas celulares origina la produccion de gp120 y
gp41. Estas proteinas son glicociladas por enzimas que se encuentran en el lumen
del reticulo endoplasmico rugoso (RER), las cuales agregan oligosacaridos ricos
en manosas en los residuos de aspargina en motivos Asn-X-Ser o Asn-X-Thr. El
VIH tiene 30 sitios de adicién de oligosacaridos, los cuales se encuentran en su
mayoria en la regién gp120. El papel que cumplen los oligosacaridos es proveer
regiones hidrofilicas, las cuales confieren estabilidad a la proteina plegada. Si se
hace un cultivo de VIH en presencia de tunicamicina, farmaco inhibidor de la
glicosilacion, resulta en la insestabilidad de la proteina Gp120, lo cual causa que
no se una eficazmente con la proteina CD4[11].

Un andlisis de las secuencias del gen env de diferentes aislados de VIH-1
demuestra la existencia de una gran variabilidad en este gen. Se han logrado
definir 5 regiones variables y 4 regiones constantes en la regién codificante de



gp120, las regiones variables se designan V1-V5 y las regiones constantes se
designan C1-C4 ,estas regiones se alternan en la secuencia proteica (Figura
2.10a). Este patrén se encuentra presente también en el VIH-2 y VIS. Existen 18
cisteinas conservadas que forman 9 enlaces disulfuros. Estos enlaces segregan
las regiones caracteristicas de gp120. Una de estas regiones contiene el asa V1 y
V2, mientras que el asa V3 y V4 también se definen por la formacién de enlaces
disulfuro (Figura 2.10b)[11].
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Figura 2.10. Representacion esquematica de la proteina gp120 de VIH-1. (a) Representacion
lineal de la secuencia de aminoacidos de gp120. Se muestran los dominios constantes en negro y
los dominios variables como rectangulos naranjas. Las lineas naranjas en la parte inferior
representan enlaces disulfros entre las cisteinas conservadas.(b) Representacién plegada de la
glicoproteina gp120 del VIH-1. Se muestran los dominios constantes en negro y los dominios
variables en naranja. Los enlaces disulfuros se muestran como lineas delgadas color naranja, los
oligosacéridos se muestran como estructuras ramificadas. Las zonas sombreadas son aquellas
que tienen contacto con la molécula CD4. Tomado de [6].

La proteina gp41, es una proteina transmembranal, que se asocia en forma no
covalente con la proteina gp120. La proteina gp41 con el péptido de fusion permite
que la membrana celular y el VIH se fusionen. Es necesario antes de que exista la
fusion una interaccidén entre la glicoproteina gp120 con CD4 y el correceptor de
quimiocinas (ver figura 2.11) [12].
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Figura 2.11. Representacion esquematica de la fusidon de membrana. La fusién de membranas
inicia con la union de CD4 y gp120(1), lo que facilita la interaccién con el correceptor de
quimiocinas (2). gp41 adopta un conformacién que permite la insercioén del péptido de fusién en la
membrana (3), finalmente se fusiona la membrana celular con el virus (4) [12].

El producto proteico de gp41 tiene un dominio llamado péptido de fusién que se
encuentra en el extremo N terminal (ver figura 2.12). La proteina gp41 tiene dos
dominios el ectodominio y el dominio citoplasmatico. En el ectodominio
encontramos el péptido de fusidn el cual es responsable de la fusién del virus con
la membrana.[12].



Gp41(TM)

Péptido, de fusion VXXL

N Hs { ‘“élice “élice q i “Iice 2 “Iice 1F CcCOO

Dominio que abarca la membrana

<< >

Ectodominio Dominio citoplasmatico

Figura 2.12 Representacion lineal de la glicoproteina gp41. En el ectodominio se encuentra la
region del péptido de fusion, asi como dos dominios helicoidales (N hélice, C hélice). El dominio
citoplasmatico contiene una regiéon Thr-X-X-Leu (YXXL) seguido por dos dominios helicoidales
(Hélice2, Hélice1) [12].

El virus del SIDA puede infectar células T humanas en cultivo, multiplicarse por si
mismo y en muchos casos puede causar lisis de la célula hospedadora. Es mucho
lo que se ha aprendido del ciclo de vida del VIH-1 a partir de los estudios in vitro.
Se han caracterizado las diversas proteinas codificadas por el genoma viral y se
conocen las funciones de la mayor parte de ellas [13].

La primera etapa de la infeccion por el VIH es la fijacion y la entrada del virus en la
célula blanco. El VIH-1 infecta las células que portan el antigeno CD4 en su
superficie; por consiguiente el virus infecta preferentemente linfocitos T CD4+,
ademas de que ciertas cepas del virus infectan también monocitos y otras células
que expresan CD4 en su superficie. La preferencia por las células CD4+ se debe a
una interaccién de alta afinidad entre una proteina de envoltura gp120 del virus y
el antigeno CD4 de la superficie celular. La interaccién gp120-CD4 no basta para
que el virus ingrese a la célula hospedadora y produzca infeccion, siendo
necesaria la expresién adicional de otras moléculas de la superficie celular, que se
han reconocido como correceptores virales y que estan presentes en células como
linfocitos T, monocitos/macrofagos y células dendriticas.[7] Cepas virales que
utilizan preferentemente el correceptor CXCR4 infectan linfocitos T, mientras que
cepas que utilizan preferentemente el correceptor CCR5 tienen tropismo
preferencial hacia monocitos/macréfagos (aunque también pueden infectar
linfocitos T).(Ver figura 2.13) [13].
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Figura 2.13 Tropismo de diferentes cepas de VIH. Algunas cepas tienen tropismo a los
monocitos debido a que presentan el correceptor CCR5 y otras cepas presentan trofismo a las
células T ya que presentan el correceptor de quimiocinas CXCR5.

Al unirse gp120 a la molécula CD4 existe un cambio conformacional el cual
permite que los correceptores se unan a gp120. Esta unién permite que el dominio
de fusion de gp41 quede expuesto y se fusionen la membrana celular y viral,

permitiendo el ingreso del virus a la célula.

La descapsidacion del virus no ocurre inmediatamente después de la entrada. Se
ha demostrado que la capside completas viajan hacia el nucleo dirigidas en un
principio por microtubulos y posteriormente por filamentos de actina en las
proximidades del nucleo. Movimientos lentos dirigidos por actina llevan las
capsides a encallar en los poros nucleares. La transcripcidn inversa del genoma
viral ocurre en el llamado complejo de retrotranscripcion (RTC) dentro de la
capside, en el poro nuclear. Una vez retrotranscrito el genoma viral y el ambito del
poro nuclear ocurre la descapsidacién, la cual es mediada por una estructura
caracteristica de los genomas se forma por la interaccion en cis de dos secuencias

lentivirals: El tracto central de polipurina (cPPT) y las secuencia central de



terminacion (CTS). EI ADN viral carente del ala central de ADN se acumula en los
poros nucleares pero no se transporta al interior del nucleo la descapsidacion
favorecen la organizacién del complejo de preintegracién (PIC) compuesto del
ADNc de doble cadena, IN (integrasa), retrotranscriptasa (RT), p17
(MA),nucleocépside(NC) y Vpr. A través de un proceso poco caracterizado el PIC
se transporta al interior del nucleo donde el ADNc de doble cadena puede
integrarse en la cromatina de la célula hospedera o circulizarse formando
estructuras episomales no funcionales. Se cree que las sefales de localizacion
nuclear de varias proteinas como IN ,MA y Vpr son importantes para dirigir PIC al
interior del nucleo .[4]EI ADN integrado sirve como molde para la formacion de
mRNAs dependientes de la RNA polimerasa Il. Para elevar la eficiencia de la
transcripcion, la RNA polimerasa Il interactia con la proteina viral Tat. y algunos
transactivadores transcripcionales como son el NF-kB y Sp1. Los transcritos son
exportados hacia fuera del nucleo por Rev. Las poliproteinas de Gag y Gag-Pol
son sintetizadas en los ribosomas libres del citoplasma y son transportados a la
membrana citoplasmatica. El transcrito del precursor Env (gp160) se traduce en el
reticulo endoplasmico donde es glicosilado. Del reticulo endoplasmico pasa al
aparato de Golgi en el cual se da una protedlisis con enzimas celulares que origina
a los productos gp120 y gp41. Al igual que los productos de gag y pol, las
glicoproteinas de envoltura son transportadas a la membrana plasmatica. La
poliproteina Pol/Gag y la proteina Gag se asocian al genoma viral ( el cual se
encuentra como un dimero de RNA) y finalmente se condensa formando una
particula esférica en la membrana citoplasmatica. La maduracion de la particula
virica se da por la protedlisis de las poliproteinas Pol y Gag por la proteasa viral
(ver figura 2.14) [12].
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Figura 2.14 Esquema del ciclo de replicacion del VIH. El primer paso es la interaccién de gp120
con CD4 (1) lo cual causa un cambio conformacional que favorece la interaccién del correceptor de
quimiocinas con gp120 (1). La fusion del virus con la membrana celular se lleva a cabo entonces
gracias a la interaccién de gp41 (3). Al entrar el virus, la capside se desintegra (4). En el citoplasma
se lleva a cabo por medio de la retrotranscriptasa viral la sintesis de DNA de doble cadena(4) . El
DNA de doble cadena se transporta al nucleo (5). Una vez en el nicleo, el DNA viral se integra al
genoma de la célula gracias a la integrasa y se transcribe. Los mMRNA son exportados del nucleo
gracias a la proteina Rev, y se traducen en el citoplasma en el caso del precursor Gag Pol y en el
reticulo endoplasmico en el caso del precursor gp160 (8). Las proteinas virales se transportan a la
membrana (9). Las poliproteinas Gag y Pol/Gag son asociadas a dimeros de RNA gendmico viral
(10), formando una particula esférica en la membrana citoplasmatica (11). La maduracion de la
particula virica se da a partir de que comienza la protedlisis de las poliproteinas Pol y Gag por la
proteasa viral. Tomado de [12].

La prueba para la deteccién del VIH es por medio de la identificacion de

anticuerpos contra los antigenos de este virus, los cuales aparecen por lo general



en un periodo de tres meses después de la infeccion. Cuando los anticuerpos

especificos contra el VIH aparecen se dice que el individuo ha seroconvertido o es
SIDA varia

seropositivo hacia el VIH. Aunque la velocidad de la evolucién de la infeccidon y el
los sintomas que caracterizan al

momento de inicio de
considerablemente entre paciente y paciente, es posible trazar un esquema
general para valorar el avance de la enfermedad por VIH (ver figura 2.15) [13].
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Figura 2.15 Historia natural de la infeccion por VIH que ilustra tres etapas del proceso
infeccioso. Poco después de la infeccion es perceptible RNA en el suero. Sin embargo, la
infeccién por VIH se identifica mas a menudo por la presencia de anticuerpos anti-VIH después de

la seroconversién, que ocurre en un plazo de unos cuatro meses después de contraer la infeccion.
Por lo general no aparecen los sintomas clinicos indicadores de SIDA durante al menos ocho arnos



después de la infeccion, aunque este intervalo es variable. El inicio del SIDA clinico es anunciado
con frecuencia con el descenso de las cifras de células T y aumento de la carga viral [13].

La fase aguda de la infeccién por VIH se caracteriza por una alta viremia en
plasma y una disminucién notoria de células CD4+ seguidas de una disminucion y
estabilizacién de la viremia y un aumento de células CD4+, normalmente a valores
inferiores a los anteriores a la infecciéon.[6] Durante la fase aguda, es frecuente la
aparicién del sindrome retroviral agudo, caracterizado por sintomas parecidos a la
mononucleosis. Estos sintomas aparecen en los dias 0 semanas posteriores a la

infeccioén.

Al finalizar la fase aguda se alcanza un equilibrio entre la replicacién viral y la
respuesta inmune del hospedero. La mayoria de los individuos infectados por el
VIH no presentan manifestaciones clinicas durante esta fase que se extiende por
un largo periodo de afos, denominandose consecuentemente fase cronica o de
latencia. Aun sin el uso de farmacos antirretrovirales, esta etapa se puede
prolongar de 8 a 10 affos 0 més. Es importante mencionar que en la fase crénica o
de latencia existe una tasa de replicacion del virus notable (produciéndose mas de
1 000 000 000 de viriones nuevos al dia) a pesar de que no exista sintomatologia.
Durante la fase cronica, las cuentas de células CD4" tienden a disminuir y la
viremia a incrementarse lentamente (Figura 2.15).

Al llegar la cuenta de células CD4+ a valores de 200 células/pl inicia la fase
conocida como SIDA, caracterizada por la aparicion de enfermedades
oportunistas. Durante la etapa de SIDA pueden aparecer diversos sintomas
inmunolégicos, hematoldgicos, dermatoldgicos y neuroldgicos. Varios de estos
sintomas se encuentran en la categoria B de la tabla de la CDC (U.S. Centers for
Disease Control and Prevention) ver tabla 2.3. La etapa de SIDA también se
caracteriza por el desarrollo de sintomas generales caracteristicos como son
pérdida de peso, sudoracidén nocturna y diarrea. En estos casos el valor de células
CD4+ es muy importante ya que por debajo de las 200 células CD4+/ul se
incrementa el riesgo de contraer varias enfermedades que definen al SIDA (ver



tabla 2.3). Por arriba de 200 células CD4+/ul es raro que aparezcan

enfermedades que definan al SIDA[6].

La primera indicacion de SIDA puede ser una infeccidén oportunista por la levadura
Candida albicans, que puede causar Ulceras en la boca o en el caso de las
mujeres puede causar infecciones vulvovaginales que no reaccionan con el
tratamiento. Otro indicador temprano puede ser la aparicion de neumonias por
Pneumocystis jirovecii. El incremento de la concentracion de VIH-1 circulante en el
plasma y la reduccion del numero de células T CD4" son casi siempre el anuncio
de SIDA. Se ha establecido cierta relacion entre el nimero de células T CD4"y el
tipo de infeccién que experimenta el paciente.(ver tabla2.3)[13].

El sistema de clasificacion CDC clasifica a los individuos infectados por VIH
basandose en criterios clinicos y de laboratorio. Este sistema define el SIDA como
una reduccion de leucocitos CD4+ a valores menores del 14% del total. Por tal
motivo, un individuo con una cuenta menor a 200 células CD4+/ul se considera

que se encuentra en la fase de SIDA.(ver tabla 2.3) [6].

Tabla 2.3. Clasificacion de la infeccion por VIH por el sistema CDC



Recuento de células T CD4 * Categoria clinica

A B C
2500/pL Al B1 C1
200-499/pL A2 B2 c2
<200/pL A3 B3 C3
Categoria A Categoria C

Pacientes asintomaticos al momento de la infeccion por VIH.
Infeccion primaria aguda: enfermedad del tipo de la fiebre
ganglionar que dura unas cuantas semanas a partir del
momento de la infeccién.

Linfodenopatia generalizada persistente (PGL): aumento del
tamano de los ganglios linfaticos que persiste durante tres

meses 0 mas sin datos de infeccion.

Categoria B
Angiomatosis bacilar
Candidosis bucofaringeas
Candidosis vulvovaginal
Displacia cervical
Sintomas generales como fiebre y diarrea que dura mas que un
mes.

Leucoplaquia vellosa bucal
Herpes zoster
Purpura trombocitopénica idiopatica
Listeriosis
Enfermedad inflamatoria pélvica
Neuropatia periférica

Candidosis bronquial,traquial o pulmonar
Candidosis esofagica

Céncer cervical

Coccidioidomicosis diseminada o extrapulmonar
Criptosporidiosis intestinal crénica

Enfermedad por citomegalovirus

Rinitis por citomegalovirus

Encelofatia relacionada con VIH

Herpes simple: ulceras en la boca duracién mayor a un mes
Neumonitis o esofagitis

Histoplasmosis diseminada y extrapulmonar
Sarcoma de Kaposi

Linfoma de Burkitt

Sindrome de emaciacion por VIH

Linfoma inmunobléstico

Linfoma cerebral primario

Septicemia por Salmonella (recurrente)
Toxoplasmosis cerebral

Neumonia por Pneumocystis jrovecii
Enfermedad por Mycobacterium

Infeccién por Mycobacterium tuberculosis extrapulmonar

Evidencias filogenéticas han demostrado una fuerte similitud entre los virus de

inmunodeficiencia humana y los virus de inmunodeficiencia del simio, teniendo

ambos ancestros comunes que sugieren la existencia de multiples saltos

zoonoticos de los virus simianos a los humanos. Ahora es claro que la epidemia

global por VIH-1 es el resultado de un paso interespecie de un lentivirus que

infectaba a chimpancés, el virus de la inmunodeficiencia simiana (SIVcpz, por sus

siglas en inglés), lo cual se cree ocurrié en Africa oriental. La forma en la cual se

cree que el SIV dio el paso interespecie de chimpancés a humanos, fue a raiz del




contacto directo continuo entre humanos y chimpancés, ya que en Africa oriental
se acostumbra cazar chimpancés para usarlos como alimento [11]. Se cree que al
momento de cazar al animal este le producia heridas al cazador las cuales
posteriormente tenian contacto con la sangre infectada del animal. El caso del
VIH-2 representa una zoonosis de SIVsmm, transmitido a los humanos por los
simios mangabey ahumados (ver figura2.16) [8].

— WIH-1
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Figura 2.16. Relacion filogenética entre el VIH-1 y VIH-2 basado en secuencias del gen pol.
SIVcpz ¥ SIVemm, SON lentivirus de primates no humanos, aislados de chimpancés y de monos sooty
mangabey respectivamente.[8].

Se cree que los chimpancés adquirieron la infeccién por SIV después de la
divergencia entre las multiples subespecies. Pan troglodytes troglodytes y Pan
troglodytes schweinfurthii son dos especies de chimpancé infectadas naturalmente
a pesar de que otras especies que se encuentran estrechamente relacionadas no
se infectan. Esto sugiere que es poco probable que el SIV¢pz haya coevolucionado
con su hospedero natural. No se sabe aun como los chimpancés se infectaron por
primera vez por este virus, aunque es légico suponer que la infeccidn inicial
ocurri6 por contacto directo con otros monos, ya que los chimpancés cazan
monos. Asi, se cree que el SlVcpz se gener6 a partir de un evento de
recombinacién en el cual estaban involucrados dos SIV ancestrales. Es de notar
que el SIV ¢cpz infecta de forma asintomatica a los chimpancés y como otros SIV no
causa enfermedad en sus hospederos naturales (ver figura2.17). Si se infecta de
forma experimental con este virus a animales susceptibles a este virus que no son
los hospederos naturales, se tiene como consecuencia una enfermedad

progresiva en la cual el animal presenta un sindrome de inmunodeficiencia



adquirida (SIDA). La diferencia entre la patogenicidad entre una especie y otra aun
no se ha aclarado, pero se cree que se debe a una adaptaciéon gradual del

hospedero caracteristico al virus a lo largo de los anos[8].

Figura 2.17. Origen del VIH.arriba a la izquierda P.t. schweinfurthii (Chimpance), arriba derecha P.
t. troglodytes(Chimpance),abajo Sooty mangabeys,.

En el pasado se creia que el VIH presentaba una alta homogeneidad al igual que
los retrovirus que se habian estudiado previamente, pero en los estudios recientes
se ha encontrado que existe una gran heterogeneidad entre los virus circulantes
en América, Africa, Europa y Asia. A partir de esto se sabe que no existen dos
VIH idénticos. Por ejemplo, si se analizan las secuencias de los virus de un solo
paciente se podra observar que existe una gran cantidad de variantes que
coexisten en el individuo en un punto determinado de la infecciéon. Diversos
factores causan cambios en los nucledtidos del genoma viral, algunos de los
cuales pueden traducirse en cambios en la secuencia de aminoacidos de las
proteinas virales Estos cambios de los nucleétidos ocurren en todo el genoma,
pero existe una mayor tasa de variacidon en el gen env. El término cuasiespecies
describe la diversidad encontrada en la poblacién de los virus en un solo individuo
infectado con VIH-1[8].



Los factores que influyen en la gran heterogeneidad genética del virus son:

e La propensién al error de la transcriptasa inversa viral al transcribir el
genoma viral de RNA a DNA (3x10° mutaciones/nucleétido/ciclo
replicativo)[8].

e Alta tasa de recombinacion que acompana a la transcripcidén inversa del
genoma viral(1.38 x10™ eventos de recombinacién/sitios adyacentes)[14].

e La alta tasa de replicacion viral (10° particulas virales/dia)[8]

e La gran cantidad de individuos infectados [8].

El VIH se puede clasificar en dos tipos, VIH-1 y VIH-2. Estos dos virus difieren en
su genoma en un 1% y presentan diferentes proteinas accesorias. Se sabe que el
VIH-2 tiene una mayor relacion con el virus SIVsnm el cual infecta a monos
mangabey ahumados, mientras que el VIH-1 tiene mayor relacion con el SIVcpz
del chimpancé. El VIH-1 es el causante de la mayoria de los casos de infeccion
por VIH a nivel mundial, en cambio el VIH-2 se encuentra localizado
mayoritariamente en Africa oriental y central[15].

El VIH-1 se puede clasificar en grupos: M( Mayor), O(outlier) y N(no M/no O); El
VIH-1 grupo M es el responsable de la pandemia de SIDA. El VIH-1 del grupo O
es menos comin y se encuentra localizado en Africa Occidental, principalmente
en Cameroon, Gabon, Nigeria y La Guinea Ecuatorial. Se han encontrado casos
de personas infectadas con VIH-1 grupo O también en Europa y Estados Unidos,
aunque los individuos infectados con virus de este grupo han presentado una
relacién cercana con paises de Africa Occidental. Menos del 10% de los casos de
VIH-1 en el mundo son causados por el grupo O. Los casos de infeccién por VIH-1
grupo N son escasos y solo se han localizado en personas de Africa Occidental,
en Cameroon[15].

El VIH-1 grupo M, causante de cerca del 90% del total de infecciones a nivel
mundial,debido a la gran diversidad del VIH se puede dividir en subtipos o clados

los cuales van de la A-D,F-H,J,K. La variacién genérica que existe entre virus



pertenecientes al mismo subtipo es de un 15-20% mientras que el porciento de
variacion entre cada subtipo es de 25%-35%.[16]

En el caso del VIH-1 del grupo O no se han definido subtipos, pero se ha
propuesto su clasificacion en 5 variantes que se designan I-V. El VIH-2 se ha
clasificado de en 5 subtipos que se designan de la A-E[15].

Adicionalmente, los subtipos A y F de VIH-1 del grupo M se pueden subclasificar
en los sub-subtipos: A1-A4 y F1-F2. Existen ademas las llamadas formas
recombinantes, las cuales incluyen virus hibridos originados por uno o mas
eventos de recombinacién con virus de otros subtipos. Se han diferenciado dos
tipos de formas recombinantes. Las formas recombinantes circulantes (CRF) y las
formas recombinantes unicas (URF) (ver figura2.18) [17].

Si la forma recombinante se ha identificado en al menos 3 individuos no
relacionados, esta se clasifica como forma recombinante circulante. Por el
momento, se han descrito 35 formas recombinantes circulantes, las cuales se
encuentran localizadas principalmente en Africa; solo 5 de estas formas
recombinantes circulantes se han localizado fuera de Africa. Los virus
pertenecientes al antes existente subtipo E, hoy en dia se han redefinido como
formas recombinantes circulantes. Existen casos aislados en que se encuentran
formas recombinantes en ciertos individuos epidemiolégicamente relacionados.
Estas formas recombinantes se llaman formas recombinantes Unicas (URFs), y se
cree que son el resultado de un segundo fendmeno de recombinacion entre

formas recombinantes circulantes [17].
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Figura 2.18 Clasificacion del VIH. El VIH se clasifica en tipos: VIH-1 y VIH-2. El VIH-1 se ha
diseminado mayoritariamente en el mundo, dividiéndose en los grupos M, N y O de los cuales el
predominante es el grupo M. El grupo M a su vez se divide en subtipos: A-D,F-H,J,K. El subtipo A
se clasifica en los sub-subtipos A1-A4, y el subtipo F se clasifica en los sub-subtipos F1 y F2.
Existen ademas formas recombinantes, estas son las formas recombinantes circulantes (CRFs) y
las formas recombinantes Unicas (URFs).

Se sabe que aproximadamente un 50% de los casos causados por VIH-1 a nivel
mundial son causados por virus del subtipo C. Los subtipos A, B, D y G son los
responsables del 12%,10%, 3% y 6% de las infecciones por VIH a nivel mundial.
Los subtipos F, H, J y K juntos causan el 0.94% de las infecciones. Las dos formas
recombinantes circulantes que causan mayor numero de infecciones son la
CRF01_AE y CRF02_AG las cuales son responsables del 5% de las infecciones a
nivel global. Otra forma recombinante circulante con amplia distribucién a nivel
mundial es la CRF03_AB, la cual es responsable del 0.1% de las infecciones. El
resto de las formas recombinantes causan el 8% de las infecciones. Todas las
formas recombinantes en conjunto causan el 18% de las infecciones a nivel
mundial (ver figura 2.19) [18].
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Figura 2.19 Prevalencia mundial de los subtipos de VIH. El 50% de los casos de VIH son
causados por virus del subtipo C. Los subtipos A, B, D y G son los responsables del 12%,10%, 3%
y 6% respectivamente [18].

Del 100% de casos de VIH en el mundo el 64% se localiza en Africa sub-
Sahariana. Del total de personas infectadas en esta region por VIH-1 el 56% tiene
infecciones por virus del subtipo C, y una pequena proporcién son infectados por
virus del subtipo A (14%), G (10%), CRF02_AG (7%) y otros recombinantes (9%)
(ver figura 2.20)[18].
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Figura 2.20. Distribucion global de los subtipos de VIH-1. Se muestra la distribucion de
subtipos en diferentes regiones del mundo con datos de 2004. El tamano de las graficas de pastel



son proporcionales al numero de individuos infectados en la region. Las regiones con mayor
afectacién son Africa y la India [18].

Un 30% de las personas infectadas por VIH-1 a nivel mundial se encuentran en
Sudafrica, mientras que un 4% de las personas infectadas por VIH-1 a nivel
mundial se encuentran en Etiopia. En estas zonas, el 98% y el 99% de las
infecciones son causadas por virus del subtipo C respectivamente [18].

En Africa occidental el 21% de las infecciones por VIH-1 son causadas por el
subtipo A, 35% son causadas por el subtipo G, 28% son causadas por la forma
recombinante circulante CRF02_AG vy el resto por otras formas recombinantes.[18]
Nigeria, uno de los paises mas afectados por esta pandemia, tiene una
prevalencia de 29% de subtipo A y 56% de subtipo G. Otros paises de la regién,
como lo son Cameroon, Ghana, Co6te d’lvoire presentan una distribucién de
subtipos diferente, en la cual CRF02_AG predomina, existiendo ademas un
pequeno porcentaje de infecciones causadas por VIH-1 subtipo A y otras cepas
recombinantes[18].

En el este de Africa se encuentran el 10% de los individuos infectados por VIH-1.
El subtipo mas prevalente en esta regidén es el A con un 35% de los casos, C con
25%, D con el 11% y una gran proporcion de formas recombinates Unicas, las
cuales representan el 29% de los casos. Estos mismos subtipos son encontrados
en todos los paises de esta region[18].

En Africa central, donde se encuentra el 5% de los individuos infectados por VIH-1
en el mundo, se encuentra la mayor variedad de subtipos y recombinantes. En
esta regidn, el subtipo que mas prevalece es el subtipo A (38%), mientras que los
subtipos G, C, D y otros recombinantes representan cerca del 11% del total de las
infecciones en la region. Los subtipos F, H, CRF01_AE y CRF02_GA estan entre
el 3% y 4%. Los subtipos B, J, K representan menos del 2% de las infecciones.
[18]

En la India se encuentran el 13% de los individuos infectados por VIH-1 en el
planeta, y el subtipo que predomina en esta region es el C, causando un 97% de
las infecciones. En el resto del Sur y Sureste de Asia se encuentran el 5% de los
individuos infectados por VIH-1 a nivel mundial. La epidemia en esta regién se



encuentra dominada por la forma recombinante circulante CRFO01_AE (84%). Esta
es la regién en la cual se encuentra el mayor nimero de personas infectadas por

formas recombinantes [18].

En el este de Asia, el cual representa el 3% de infectados por VIH-1, China es el
pais con mayor numero de personas infectadas por VIH-1. En este pais, el 38%
de las infecciones estan dadas por el subtipo B, el 15% de las infecciones esta
causada por la forma recombinante CRF01_AE y otros recombinantes representan
el 45% de las infecciones, predominando CRF07_BC y CRF08_BC. Asi, podemos
decir que la mayor parte de las infecciones en esta regién estd dada por
recombinantes (61%). En Hong Kong, el 50% de los casos es causado por virus
del subtipo B y el 45% de los casos es causado por CRF01_AE. En Japén, el 81%
de los casos es causado por virus del subtipo B y el resto es causado por virus
pertenecientes al subtipo A, C y la forma recombinante CRF01_AE [18].

En Oceania, la distribucién que se encuentra en Nueva Zelandia y Australia
muestra un predominio del subtipo B (88%), con un 5% de los casos asociados a
virus del subtipo C y el recombinante CRF01_AE [18].

El Norte de Africa y medio Oriente incluyen el 1% de los individuos infectados por
VIH-1 a nivel global. En esta regidon el subtipo que predomina es el D con un 47%
de los casos, el subtipo C representa el 29%, los subtipos A, B y las formas
recombinantes representan un 6%, 7% y 9% respectivamente de los casos de
infeccion por VIH-1 en esta region [18].

Del total de casos de VIH-1 el 3% se encuentra en América del Norte. En estados
Unidos, el 94% de las infecciones son causadas por el subtipo B.
Desafortunadamente no hay datos disponibles de Haiti, a pesar de que se trata
de uno de los paises mayormente afectados por el virus en esta region. En la
republica Dominicana y en Trinidad y Tobago mas del 94% de las infecciones por
VIH-1 son causadas por el subtipo B. En Cuba se encuentra una mayor diversidad



con un 48% de los casos causado por virus del subtipo B, un 41% causado por
virus recombinantes y los casos restantes causados por subtipos C, D, F, G, Hy
J[18].

En Latinoamérica se encuentra el 4% de los individuos infectados por este virus, y
el 74% de los casos es causado por virus del subtipo B. El 13% de los casos es
causado por virus del subtipo C, el 4% es causado por virus del subtipo F y el 8%
de los casos es causado por virus CRF12_BF y otros recombinantes B/F [18].

El subtipo B es el causante de més del 94% de los casos de infeccion por VIH-1
en Chile, Colombia, Ecuador, Honduras, México y Venezuela. En Brasil, Paraguay,
Uruguay se encuentra el subtipo F. En Argentina, Bolivia, Paraguay y Uruguay se
encuentran recombinantes de varios tipos en un 49%, 16%, 22% y 19%
respectivamente. En Argentina, el 49% de los casos de infeccién por VIH-1 es
causado por el subtipo B, mientras que en Brasil el 28% de los casos es causado
por virus del subtipo C [18].

En Europa Occidental se encuentra el 1% de los casos de VIH-1 a nivel mundial,
de los cuales el 88%es causado por el subtipo B; los casos restantes son
causados por virus pertenecientes a los subtipos A, C, G y la forma recombinante
CRF02_AG. En paises como Espana, Francia e ltalia la prevalencia del subtipo B
es mayor al 92%. En los demas paises de la regién, la proporcién del subtipo B es
menor o igual al 82% con el minimo de 39% en Portugal. Al mismo tiempo, en
estos paises se encuentran varios subtipos no-B que son importantes; por
ejemplo, en Austria el subtipo A es altamente prevalente con un 14%, Dinamarca
con un 8%, Reino Unido con 8% y Grecia con un 6%; el subtipo C es
representativo en Dinamarca con un 18%, Suecia con un 30% y el Reino Unido
con17%. El subtipo G es representativo en Portugal con un 26% .En Portugal y
Grecia existe un alto numero de formas recombinantes, con un 31% y 12%

respectivamente [18].



En Europa del Este y Asia Central se encuentra el 4% de los individuos infectados
por VIH-1. En esta regién el subtipo predominante es el A con un 79%. Un 15%
esta dado por el subtipo B y el resto estd dado por los subtipos C (2%), F (1%) y
CRF02_AG (3%) [18].

El conocimiento de la epidemiologia molecular del VIH en México es notablemente
escaso. Los trabajos publicados hasta la fecha muestran que el subtipo
predominante en México es el B. Sin embargo, las conclusiones de los estudios
que se han realizado en el pais son limitadas, al incluir cohortes pequenas y
enfocadas en grupos de riesgo particulares. Hasta la fecha solamente existen dos
publicaciones que abordan el tema de la epidemiologia molecular del VIH en el
pais. Rivera-Morales y colaboradores caracterizaron virus de una cohorte de 65
pacientes varones provenientes de Nuevo Leén, Jalisco, Puebla, Yucatan y
Distrito Federal en el 2001[19]. Eyzaguirre y colaboradores estudiaron una cohorte
de unicamente 11 individuos infectados por VIH de la frontera Norte de nuestro

pais, los cuales eran usuarios de drogas intravenosas (UDI) o sexoservidoras [20].

En el Centro de Investigacion de Enfermedades Infecciosas (CIENI) del Instituto
Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER), lugar donde se llevé a cabo el
presente trabajo de investigacion, se encuentra en realizacién el estudio de
epidemiologia molecular de VIH mas grande y con mas alta representatividad
hasta la fecha para México. Se ha reunido una cohorte de mas de 1500 individuos
infectados por VIH, sin tratamiento antrirretroviral previo, provenientes de varios de
los estados de la Republica Mexicana con mayor contribucién al nimero total de
infecciones por VIH en el pais: Veracruz, Oaxaca, Estado de México, Chiapas,
Puebla, D. F., Morelos, Jalisco, Guerrero, Nuevo Ledn y Baja California (Jornadas
CIENI enero 2009, datos no publicados). En este estudio, se analizaron
secuencias del gen pol viral y se encontrd que el 99.91% de los individuos
incluidos en la cohorte mexicana estaban infectados por virus de subtipo B y un
0.09% por recombinantes BF (datos no publicados). Los andlisis filogenéticos



derivados del gen pol de los virus de la cohorte mexicana mostraron una
inesperadamente alta homogeneidad en el VIH circulante en el pais [21], sin
observarse agrupamientos de virus provenientes de las mismas areas geograficas.
Se cree que la Epidemia de VIH en México se encuentra altamente influenciada
por la epidemia presente en los Estados Unidos. Sin embargo, la variabilidad del
virus circulante en E. U. parece ser mayor que la observada en nuestro pais. Un
estudio reciente demostré que la prevalencia de subtipos no-B en E. U. esta en
aumento con un porcentaje general de subtipos no-B de 2.93% entre el 2004 y el
2008 y observandose la presencia de subtipos A1, A2, A3, C, D, F1 y G, asi como
11 CRFs y 9 URFs [22] Estos datos contrastan con el estudio mexicano del CIENI
donde solamente 0.09% de los virus circulantes corresponden a subtipos no-B. Sin
embargo, los resultados obtenidos en el CIENI no son completamente
concluyentes, ya que la alta homogeneidad de las secuencias de los virus
circulantes analizados se podria deber a la relativamente baja variabilidad del gen
pol dentro del genoma viral. Por esta razén, en el presente trabajo se presenta un
andlisis filogenético del VIH circulante en México, utilizando secuencias del
altamente variable gen env viral, obtenidas a partir del banco de sueros del
proyecto de epidemiologia molecular del CIENI del INER. Los resultados de este
estudio seran valiosos para apoyar las conclusiones del estudio de epidemiologia
molecular del VIH del CIENI, hasta ahora el mas representativo de la epidemia de
VIH en México, con el objeto de generar conocimiento a nivel molecular de la
epidemia de VIH/SIDA en México, con aplicacidén en el disefio de posibles vacunas
efectivas en nuestra poblacion y la generacion de politicas de salud publica que
contribuyan al manejo de la epidemia en el pais.

La filogenia es la ciencia que trata de reconstruir el flujo hereditario en diversos
niveles evolutivos/tiempo. En un principio la filogenia se basaba en caracteristicas
morfoldgicas, posteriormente se introdujeron pruebas inmunoldgicas, finalmente la

introduccion de la Biologia Molecular revolucioné esta ciencia [23].



En filogenia un caracter genealdgico o heredable es aquél que nos proporciona
informacién desde una perspectiva genealogica. De tal forma, un aminoacido o un
nucleétido son caracteres genealdgicos. La homologia, es decir la relacién entre
caracteres sobre su ascendencia comun, ayuda a reconstruir el flujo de herencia
[24].

En el analisis filogenético se analizan las Unidades Taxondmicas Operativas
(OTUs), las cuales pueden ser secuencias de ADN o de proteinas. En este tipo de
analisis se trata de determinar el grado de homologia entre las secuencas.
Homologia en filogenia se refiere a que dos caracteres han descendido del mismo
ancestro. La homologia se puede clasificar en diferentes tipos:

e Ortologia. Es la relacion entre OTUs en la que la divergencia acontece tras
un evento de especiacion. El ancestro comun es el cenoancestro. La
filogenia recuperada de estas OTUs refleja la filogenia de las especies[23].

e Paralogia. Es la condicion evolutiva en la que la divergencia observada
acontece tras un evento de duplicacién genética. La mezcla de ortélogos y
parologos en un mismo analisis filogenético recupera la filogenia correcta
de los genes pero no necesariamente la de los organismos o taxas[23].

e Xenologia. Se refiere a la relacion entre OTUs dada por un evento de
transferencia horizontal entre linajes. Distorsiona fuertemente la filogenia

de las especies[24].

Un arbol filogenético es una estructura matematica usada para representar la
historia evolutiva (relacion ancestro-descendencia) entre un grupo de OTUs. El
patron de relaciones historicas es la estima hecha de la filogenia o arbol evolutivo
[24].

Cuando inferimos la filogenia se deducen las relaciones de ancestria y
descendencia entre los OTUs, es decir la topologia del arbol. Ademas de inferir la
topologia se puede determinar la longitud de las ramas que conectan a los OTUs,

lo cual corresponde al numero de cambios acumulados entre los OTUs; y en



ocasiones es posible determinar la posiciéon de la raiz, la cual se considera el
nodo hipotético mas antiguo (ver figura2.21) [24,25].
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Figura 2.21 Inferencia filogenética . Tres inferencias importantes de un analisis filogenético son
la topologia, la longitud de las ramas y la posicién de la raiz.

Cuando se representa la evolucion de un arbol, se sugiere que la evolucion ocurrié
principalmente mediante ramificacion. Los arboles tienen ramas y nodos y en
ciertas ocasiones pueden tener raiz. Los nodos pueden ser externos o internos,
los cuales representan a los ancestros hipotéticos. La raiz es el nodo hipotético
ancestral mas antiguo (ver figura 2.22)[24,25].

OTUs

- raiz

drbol con raiz arbol sin raiz

Figura 2.22 Anatomia de arboles con o sin raiz. Los nodos externos (OTUs) se dibujan en
blanco, mientras que los nodos internos se muestran en negro. Las flechas en el arbol con raiz
indican la direccion del cambio evolutivo [25].



Uno de los métodos mas utilizados para enraizar un arbol filogenético es
incluyendo en el alineamiento secuencias de algunos grupos externos[24].Por
ejemplo cuando construye un arbol filogenético con algun gen del VIH-1 del grupo
M, se puede enraizar incluyendo una secuencia referencia de SIV y secuencias
referencia de VIH-1 de los grupos N y O(ver figura 2.23).:

Subtipos del
grupe M

Grupos extemos:
Grupos l, Oy SIV.

Figura2.23 Arbol filogenético del gen env de VIH utilizando el método Neighbor Joining y el
modelo Maximum Composite Likelihood. Debido a que el método Neighbor Joining da arboles
filogenéticos desraizados, se enraizo introduciendo grupos externos, en este caso se incluyeron
secuencias referencia del gen env de VIH-1 de los grupos N y O , asi como una secuencia
referencia del gen env de SIV.

Las ramas de los arboles tienen la propiedad de poder rotarse sobre si mismas sin
afectar a las relaciones entre Iss OTUs (ver figura 2.24).

i — =q;|—|

Figura 2.24 Propiedades de las ramas. Las ramas de los arboles pueden girar sin alterar las
relaciones filogenéticas entre los OTUs[24].
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Existen diversas topologias en los arboles filogenéticos (ver figura 2.25). Los
cladogramas son arboles que sélo indican las relaciones de ancestros entre las
OTUs. Una topologia aditiva contiene la informacién sobre longitudes de ramas,
que refleja la distancia genética de OTUs. Una topologia ultramérica, dendrograma
o arbol linearizado, representa un tipo especial de arbol aditivo en el que los nodos



terminales son equidistantes a la raiz. Este tipo de arbol se emplea para
representar el tiempo evolutivo[24,25].
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Figura 2.25. Ejemplo de las divesas topologias de un arbol filogenético. En el cladograma solo
indica las relaciones entre las OTUs y los ancestros. Los arboles con una topologia aditiva nos dan
la longitud de las ramas, lo cual representa la distancia genética. En los arboles con topologia
ultramérica es posible observar el tiempo evolutivo [24].

Se realizan alineamientos mdultiples entre los caracteres para determinar las
correspondencias de homologia. En el alineamiento se colocan las secuencias de
aminoacidos o nucle6tidos una sobre la otra, de tal forma que los caracteres
homologos queden alineados por columna (ver figura 2.26). Cada columna

representa un caracter diferente[24].
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Figura 2.26. Ejemplo de un alineamiento. Los caracteres homdlogos se alinean en columnas
[24].
A lo largo de la evolucion, las secuencias descendientes de una secuencia

ancestral van acumulando mutaciones como lo son las inserciones, deleciones,
duplicaciones, inversiones. Cuando existen deleciones o inserciones es necesario
introducir gaps para mantener la correspondencia entre sitios homdlogos. Los
gaps se representan en las alineaciones como guiones (-) y generalmente se

presentan entre dominios estructurales o funcionales, preferentemente en bucles



que conectan dichos dominios (ver figura 2.27). Estas mutaciones no interrumpen
el marco de lectura ya que si lo hicieran inactivarian al gen. Se dice que a mayor

nuamero de mutaciones acumuladas existira mayor distancia evolutiva[24].
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Figura 2.27 Ejemplo de alineamiento que contiene gaps. Los gaps ayudan a conservar las
regiones homologas entre las secuencias de un alineamiento multiple [24].

Existen diversos algoritmos que ayudan a determinar alineamientos multiples,
entre ellos los exhaustivos y los heuristicos o también llamados no exhaustivos.
Los algoritmos exhaustivos garantizan determinar el alineamiento multiple més
optimo. Mientras que los algoritmos heuristicos no garantizan encontrar el
alineamiento multiple mas optimo [24].

Cuando se desea realizar un alineamiento mdltiple siguiendo la estrategia de
alineamiento progresivo (ver figura 2.28) es necesario generar todos los posibles
alineamientos pareados, usando los métodos heuristicos o exhaustivos con lo cual
se calcula una puntuacion con base en la matriz de sustitucion. Posteriormente se
calcula una matriz de distancia con base en las puntuaciones de los alineamientos
pareados. Se estima un arbol de distancias (se realiza con el método Neighbor
Joining o UPGMA, ver abajo), que representard de manera aproximada las
relaciones entre las secuencias. Finalmente, el alineamiento riguroso y global se
realiza siguiendo el orden de similitud indicado por el arbol guia (ver figura
2.28).[24]
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Figura2.28 Pasos en la generacion de un alineamiento multiple siguiendo la estrategia de
alineamiento progresivo [24].

Una vez hecho el alineamiento, se procede a hacer un arbol filogenético. La
diferencia entre cada método filogenético radica en cdmo convierte los datos en
forma numeérica para poder ser analizados[23].

Los métodos de distancia convierten los alineamientos de secuencias en una
matriz de distancia genética con base en el modelo evolutivo seleccionado. La
matriz es usada por el método algoritmico de reconstruccién para calcular el arbol.
Ejemplos de estos métodos son el Neighbor-Joining y el método no ponderado de
par de grupos de medias aritméticas por sus siglas en ingles UPGMA (Unweighted
Pair Group Method with Arithmetic Means) [24].

Los métodos discretos como son el de Maxima Parsimonia, Maxima Verosimilitud
y los métodos Bayesianos, consideran cada sitio del alineamiento como una
funcién probabilistica [23].



El método de neighbor-joining [23] es uno de los métodos mas utilizado para la
creacion de arboles filogenéticos con base en matrices de distancia. Este método
se basa en el principio de la evolucién minina: una vez definida la matriz de
distancias entre secuencias, el principio dice que el mejor arbol es aquél que
minimiza la longitud del arbol (la longitud del arbol = } longitud de todas las ramas)
(ver figura 2.29) [26].

Principio de

evolucioén
minima

Figura 2.9 Principio de Evolucion Minima. El método Neighbor Joining se basa en el principio de
la evolucion minima, el cual establece que el mejor arbol es aquél que minimice las distancias
totales.

Para comenzar a construir un arbol filogenético con el metodo Neighbor Joining,
se crea un arbol en forma de estrella en el cual todas las OTUs se encuentran
enlazadas por un nodo central. Se toman al azar dos OTUs, se conectan a un
segundo nodo interno y se mide la longitud total de la rama formada (ver
figura2.30). Esto se repite una y otra vez hasta que se agotan las posibilidades de
combinacién de pares. Las ramas que permanecen son aquéllas que minimicen
sus distancias. Posteriormente se calcula una nueva matriz considerando a las
ramas formadas como nuevos OTUs compuestos. El arbol final es aquél que
minimice el valor de la suma de sus ramas (ver figura 2.31). El problema que
presenta este método es que parte de la informacidn se pierde ya que se reduce a
la expresion minina (en particular en las identidades de los nucleétidos ancestrales
y derivados), por tanto no se puede observar un nodo raiz, a menos que se inserte

un grupo externo que nos permitira ubicarnos[26].
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Figura 2.30. Ecuacion para calcular las distancias entre OTUs [26].
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Figura 2.31. Aplicacion del método Neighbor Joining. El primer paso es crear un arbol en forma
de estrella a partir de todos los OTUs, todos conectados a un nodo central. Se toman dos OTUs al
azar y se determina su distancia, esto se realiza hasta agotar todas las posibles combinaciones,
las ramas que permanecen son aquellas que tengan menor distancia. Las nuevas ramas se
consideran OTUs compuestos, con estos se calcula una nueva matriz de distancia. El arbol final es
aquél que minimice mejor la suma de todas las ramas[26].

El método UPGMA es otro de los métodos de distancia. Este método permite
construir un arbol ultramérico, lo cual resulta en una topologia enraizada. Con el
método UPGMA es posible obtener la longitud de las ramas al calcular la distancia
y la topologia[24].
En el método UPGMA se asume:

e La tasa de evolucién para todos los OTUs es la misma, por esta razon la

matriz de cambios que se forme debe tener distancias ultraméricas.



e Los nucledtidos son mutuamente independientes. Esta independencia

significa que un cambio en un determinado sitio no altera la distribucion en

los demas.

e Después de que dos especies divergen continian evolucionando

independientemente.

Para poder utilizar el modelo UPGMA, es necesario partir de una matriz de
distancias entre OTUs. El primer paso es identificar los OTUs similares entre si
(figura 2.32) y determinar cuales tienen menor distancia entre si. Por ejemplo, si
suponemos que los OTUs Ay B tienen menor distancia entre si, éstos se agrupan
y se coloca un punto de ramificacién a una distancia dag/2. Después de que se
agrupan los OTUs A y B se consideran un OTU compuesto y se calcula de nuevo
una matriz de distancia entre todos los OTUs agrupando aquéllos OTUs que
tengan menor distancia y asi sucesivamente hasta que todos los OTUs estén
agrupados (ver figura 2.32) [25].
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Figura2.32 Ejemplo de inferencia filogenética por medio del método UPGMA (1) Se identifican
las OTUs similares entre si y determinar cuales tienen menor distancia entre si. (2) Las OTUs Ay B
tienen menor distancia entre si, éstos se agrupan y se coloca un punto de ramificacion a una
distancia dag/2. (3) Los OTUs A y B agrupados se consideran un OTU compuesto y se calcula de
nuevo una matriz de distancia entre todos los OTUs agrupando aquéllos OTUs que tengan menor
distancia (4) y asi sucesivamente hasta que todos los OTUs estén agrupados (5) [24].

Los métodos discretos, también llamados métodos basados en caracteres, estan
basados directamente en el andlisis de los caracteres que forman las secuencias.
Los métodos discretos cuentan los eventos de mutacion acumulados en las
secuencias y pueden por lo tanto eliminar la perdida de informacién cuando se
transforman a distancias. La preservacién de la informacion de los caracteres

significa que la dinamica evolutiva se puede estudiar [27].
Los métodos discretos mas utilizados son:

e Maxima Parsimonia

e Maxima Verosimilitud

El método Maxima Parsimonia selecciona el arbol que tiene el minimo numero de
cambios evolutivos, es decir aquél cuyas ramas tengan en promedio la minima
longitud. Este método estd basado en el principio conocido como Navaja de
Occam, el cual se basa en una premisa muy simple: en igualdad de condiciones la
solucién mas sencilla es probablemente la mas correcta, esto se debe a que

requiere el menor numero de suposiciones y operaciones logicas [27].

Siguiendo el principio de parsimonia, el arbol con el menor numero de
sustituciones es probablemente la mejor opcidn para explicar las diferencias entre
los taxones estudiados. Este principio s6lo es valido cuando los cambios
evolutivos se dan dentro de un gran lapso de tiempo.

El método de Maxima Verosimilitud emplea modelos probabilisticos para
seleccionar el mejor arbol. Este método selecciona aquel arbol que tenga la mas
alta probabilidad (versosimilitud) de reflejar el proceso evolutivo real[28].



El método maxima verosimilitud es un método exhaustivo que busca todas las
posibles topologias y considera el valor de In Likelihood o de versosimilitud, el cual
es igual a la probabilidad de los datos observados dadas una topologia particular
(1 ), set de longitudes de rama (u ) y modelo de sustitucion (¢ ). Se trata de
encontar las estimas de los valores de cada parametro del modelo y luego
comparar las verosimilitudes de los distintos modelos, escogiendo la mejor
(topologia) , es decir se trata de seleccionar modelos y parametros que maximicen
la funcion de optimizacion[24].

Dicho método calcula la versosimilitud total de todas las secuencias ancestro que
evolucionaron en nodos internos y eventualmente a las secuencias existentes. En
ocasiones este método incorpora parametros que consideran las tasas de

variacion entre sitios [28].

Los modelos de evolucidén representan una declaracién de probabilidad para el
cambio de un nucledtido a otro (ver figura 2.33). El primer modelo de la evolucién
desarrollado fue el modelo de Jukes y Cantor, el cual representa los cambios
multiples en un solo sitio con los parametros de velocidad igual para todos los
tipos de cambio. Mas tarde, aparecié el modelo Kimura-2 parametros, el cual
cuenta las transiciones (cambio de purina a purina o pirimidina a pirimidina) y las
transversiones (cambios de purina a pirimidina o viceversa), reflejando las

diferencias en las tasas de transicion y transversién[29].

El modelo de Tamura- 3 parametros es una extension del modelo Kimura- 2
parametros pero ahora se consideraba la proporcion de GC y AT.[17] En el caso
del modelo Tajima- Nei se asume que las frecuencias de los nucleétidos son
estacionarias, con lo cual se estima el numero de sustituciones. Este modelo
plantea el uso de cuatro pardmetros y le asigna uno a cada nucleétido (ver figura
2.33) [30].
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Figura 2.33 Diferentes modelos de evolucion . Los modelos de evolucion representan una tasa
de cambio de un nucleétido a otro. A la izquierda se muestran las matrices de tasa de mutacion
con los diferentes modelos [29,31].

Modelos posteriores incorporan las diferencias de los indices relativos del modelo
como son el tiempo de reversibilidad, las diferencias en las frecuencias de
nucledtidos entre pares de bases, la tasa de heterogeneidad entre los sitios, los

sitios invariables y la posicién del codon.

En la mayoria de los modelos al momento de estimar divergencias entre dos
secuencias se asume que éstas han evolucionado siguiendo el mismo patrén de
sustitucidon de nucleétidos después de la divergencia de su ancesto comun
(homogeneity assumption). Si esta suposicién se viola, la distancia evolutiva
estimada serd parcial, lo cual dard como resultado un &rbol filogenético con
errores. El modelo de Tamura Kumar (log det) permite calcular las distancias

evolutivas entre pares de secuencias que violan esta suposicion [32].

Uno de los modelos mas recientes es el Maximum Composite Likelihood (2004), el
cual es utilizado en la creacién de arboles filogenéticos con el método Neighbor
Joining, este modelo minimiza en un 60% los errores causados por el método,
minimizando el error, puesto que calcula las distancias evolutivas de forma

simultanea a diferencia de los demas modelos de nucleétidos. La ventaja que



confiere la construccion de un arbol con el método Neighbor-Joining y el modelo
maximum composite likelihood con respecto a utilizar un método mas complicado
como es Maxima Verosimilitud (ML) es que se utiliza un método mas simple como
es el Neighbor — Joining y se obtienen resultados similares, sin que el analisis
computacional lleve tanto tiempo como podria ser el caso al utilizar ML [33].

Por el momento el modelo mas utilizado es Kimura- 2 parametros tal vez por
razones historicas o simplemente porque es el modelo que se encuentra en los
paquetes de software mas utilizados. A pesar de esto, este modelo ha demostrado

ser demasiado simplista [29].

Dada la gran cantidad de modelos a elegir, resulta complicado hacer una eleccion
razonable del modelo adecuado. Podriamos elegir el modelo mas complejo que se
encuentre disponible sabiendo que por definicidon los modelos son simplificaciones
de la realidad, lo cual nos podria indicar que es el mas cercano a ésta comparado
con otros modelos menos complejos. El problema con estos modelos es que
cuentan con alta complejidad, lo cual requiere un mayor nimero de parametros.
Todos estos parametros deben ser estimados a partir de los datos, por tanto uno
tiene que tener datos suficientes para calcularlos con precision. El mejor modelo
es aquél mas simple que represente con mayor exactitud la realidad. [33] Por lo
tanto, una alternativa es el ajuste de los datos utilizando un criterio de maxima
verosimilitud, a través de pruebas de verosimilitud, aplicando el criterio de Akaike,
o el criterio Bayesiano, los cuales permiten determinar estadisticamente la

ganancia relativa en el riesgo de afadir mas parametros del modelo[29].

Las pruebas estadisticas que se utilizan para determinar la exactitud de un arbol
flogenético son necesariamente complejas porque un arbol es geométrico en
lugar de numérico, y la exactitud de una parte de la topologia puede ser mayor o
menor que la exactitud de las otras partes[23].

Para asignar los limites de confianza a los diferentes puntos de un arbol se lleva a
cabo un andlisis llamado “bootstrap”. Este se puede aplicar a cualquier método. En



esta prueba se muestrea la propia muestra repetidas veces, esto puede ser de
100 a 1000 veces. Para interpretar los resultados, se calcula un arbol consenso y
en él se indica en cuantas ocasiones se ha obtenido dicha topologia. De forma
que si en el 100% de las ocasiones las secuencias Ay B se han separado de Cy
D, podemos confiar que las relaciones son correctas. Un valor de “bootstrap”
mayor al 70% indica que el resultado es confiable [23] .



La informacién existente de la epidemiologia molecular del VIH en México es
escasa. Los trabajos que se han publicado indican que el subtipo predominante es
el B. A pesar de ello las conclusiones de los estudios publicados son bastante
limitadas ya que las cohortes son pequenas y estan enfocados en ciertos grupos
de la poblacién [19,20].

En el Centro de Investigacion en Enfermedades Infecciosas (CIENI) del Instituto
Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER), lugar donde se desarroll6 el
presente proyecto de tesis se encuentra en realizacion el estudio de epidemiologia
molecular de VIH mas grande hasta la fecha en México. Se han incluido mas de
1500 pacientes infectados por VIH, sin tratamiento antirretroviral previo,
provenientes de varios de los estados con mayor prevalencia de VIH en el pais:
Veracruz, Oaxaca, Estado de México, Chiapas, Puebla, D. F., Morelos, Jalisco,
Guerrero, Nuevo Ledn y Baja California (Jornadas CIENI enero 2009, datos no
publicados). En este estudio se analizaron secuencias del gen viral pol y se
encontr6 que el 99.91% de los individuos estaban infectados por virus del subtipo
B altamente homogéneos entre si y un 0.09% por recombinantes BF (Datos no
publicados). Se cree que la Epidemia de VIH en México se encuentra altamente
influenciada por la epidemia presente en los Estados Unidos debido al fenémeno
migratorio. Sin embargo, la variabilidad del virus circulante en E. U. parece ser
mayor que la observada en nuestro pais. Un estudio reciente demostré que la
prevalencia de subtipos no-B en E. U. estd en aumento con un porcentaje general
de subtipos no-B de 2.93% entre el 2004 y el 2008 y observandose la presencia
de subtipos A1, A2, A3, C, D, F1y G, asi como 11 CRFs y 9 URFs diferentes [22.]
Estos datos contrastan con el estudio mexicano del CIENI donde solamente 0.09%
de los virus circulantes corresponden a subtipos no-B y muestran la importancia

de estudiar las caracteristicas especificas de la epidemiologia molecular del virus



en el territorio nacional. Sin embargo, la alta homogeneidad entre los virus
circulantes de la Republica Mexicana observada en el estudio del CIENI del INER,
se podria deber a la relativamente baja variabilidad del gen pol, a partir del cual se
realizé el andlisis filogenético. Por tal motivo, en el presente trabajo se realizd un
andlisis filogenético del gen mas variable del VIH, el gen env, con el objetivo de
estudiar mas a fondo las relaciones filogenéticas de los virus circulantes en el pais
y confirmar observaciones previas que muestran una alta homogeneidad entre
ellos. Para realizar este analisis se obtuvieron las secuencias del gen env a partir
del banco de sueros del proyecto de epidemiologia molecular del CIENI del INER.
Los resultados de este estudio seran valiosos para apoyar las conclusiones del
estudio de epidemiologia molecular del VIH en México, con aplicacién en el diseno
de posibles vacunas efectivas para nuestra poblacién y la generacién de nuevas
politicas de salud publica que contribuyan al manejo de la epidemia en el pais.

Dada la alta variabilidad del gen viral env, estudios filogenéticos basados en
secuencias de este gen de VIH circulante en diferentes regiones de la Republica
Mexicana, nos permitiran observar posibles agrupamientos geograficos y clusters
de diferenciacion que aporten informacion sobre la historia epidemiol6gica del
VIH/SIDA en México.

e Desarrollar un estudio filogenético comparativo de VIH-1 circulante en
diferentes regiones de la Republica Mexicana utilizando el gen env.



Extraer RNA viral a partir de virus circulantes en muestras de plasma de
pacientes VIH positivos de diferentes regiones de la Republica Mexicana.
Amplificar el fragmento C2-V5 del gen viral env, de los virus provenientes
de pacientes infectados por VIH-1de las diferentes regiones de la Republica
Mexicana, para posteriormente ser secuenciados y analizados.

Generar un banco de secuencias del gen viral env de virus circulantes en
México.

Establecer las relaciones filogenéticas entre los virus circulantes en el pais,
comparandolas con virus provenientes de paises vecinos.

Establecer los subtipos virales circulantes en el pais, a través de andlisis
filogenéticos del gen viral env.



Se reunié una cohorte de 101 individuos infectados por VIH, sin tratamiento
antirretroviral previo, provenientes del Norte, Centro y Sur de la Republica
Mexicana, incluyendo los siguientes estados: Sonora, Baja California Norte, Nuevo
Ledn, Jalisco, D. F., Estado de México, Morelos, Chiapas, Oaxaca, Veracruz y
Guerrero. Los individuos participantes fueron seleccionados de la cohorte de
Epidemiologia Molecular y Evolucién del VIH en México del CIENI del INER,
buscando una representacion equitativa de individuos de las regiones Norte,
Centro y Sur del pais. Para cada individuo seleccionado, se obtuvieron muestras
de plasma del banco de muestras sanguineas del CIENI del INER, las cuales
fueron tomadas de febrero 2008 a febrero 2009.

El estudio de Epidemiologia Molecular del VIH en México del CIENI del INER fue
evaluado y aprobado por el Comité de Etica Institucional. Todos los pacientes que
participaron en este estudio firmaron previamente una carta de consentimiento
informado que incluye los detalles del estudio como objetivo, duracién,
procedimientos, riesgos, molestias, beneficios potenciales y la informacion de
contacto de los responsables del estudio. En todo momento se respetd la
confidencialidad de los individuos participantes mediante el uso de claves
asociadas a las muestras bioldgicas empleadas en el presente estudio.

El RNA viral se aisl6 por medio del estuche de reactivos “QlAamp Viral RNA Mini
Kit” (Qiagen, Valencia, CA) de acuerdo a las especificaciones del fabricante [35].
A partir de 1 ml de plasma se concentraron las particulas de VIH por medio de
centrifugaciéon a 17000 rpm, por 2 horas a 4°C hasta obtener un volumen final de

140 pl de plasma. Este concentrado se lisé por medio de un buffer de lisis que



libera el ARN gendmico del virus, el cual se hizo pasar por una columna de silica
que retiene el ARN viral. Se eliminaron los restos de plasma por medio de buffers
de lavados y finalmente se cambi6 la fuerza idnica de la matriz de la columna con
un buffer de elucion dando como resultado la liberacion del RNA viral purificado
(ver figura 6.1) El RNA purificado se almacen6 a -80°C hasta su uso.

/" Eliminar
residuos .
Liberar Hacer pasar el (proteinas, EI"IIJ'-r RZIAl
Concentrar genoma del lisado porla lipidos, fuC:rga :ggicc; Se
particulasvirales virus mediante columna de residuos de la matriz de |a
buffer de lisis silica gel plasma) columna
mediante

Figura 6.1Aislamiento de RNA viral. Se muestran los pasos generales para el aislamiento de
ARN viral a partir de muestras de plasma utilizando el estuche de reactivos “QlAamp Viral RNA
Mini Kit” (Qiagen, Valencia, CA).

Se amplifico la region C2-V5 del gen env viral, mediante reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) anidada, utilizando como primers ED3/ED12 y S7/ES8 (ver
figura 6.2) en la primera y segunda vuelta de amplificacion respectivamente . Para
la primera vuelta de amplificacion se utiliz6 el estuche de reactivos
“SuperScript™ One-Step RT-PCR with Platinum® Taq” (Invitrogen, Brown Deer,
WI) de acuerdo a las especificaciones del fabricante [36]. Las condiciones de la
reaccion de amplificacion fueron: Una concentracion final de 0.4 mM de cada
primer, 1.4 mM como concentracién final de MgSO4, una concentracién final de
dNTPs de 200 mM (éstos se encuentran en el Mix de reaccion 2x), agregando 0.5
ul de RT/ Platinum® Taqg Mix” y 5ul del RNA proveniente del virus en plasma de
cada uno de individuos del estudio en un volumen final de reaccién de 25ul. Esta

mezcla de reaccion fue sometida a: 1 ciclo de 65°C, 30s, y 45°C 35 min; seguido



de 1 ciclo de 94°C 2 min; 3 ciclos de 94°C 1 min , 55°C 1 min y 72°C 1 min; 32
ciclos de 94°C 15s, 55°C 45s y 72°C 1 min y 1 ciclo de 72°C 5 min 'y 4°C « (ver
figura 6.3).

a) Primers primera vuelta
ED3 5-TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGG (5956-5985)

ED12 5-AGTGCTTCCTGCTGCTCCCAAGAACCCAAG (7822-7792)
b) Primers segunda vuelta
ES7 5’-tgtaaaacgacggccagtCTGTTAAATGGCAGTCAGC(7001-7020)

ES8 5°-caggaaacagctatgaccCACTTCTCCAATTGTCCCTCA(7667-7647)

Figura 6.2 Primers de amplificacion. a) Primes utilizados en la primera vuelta. b) Primers
utilizados en la segunda vuelta de la RT-PCR anidada [37]

84°C 2 min. 84°C 1 min 94°C 165

72°C 1 min 72%C 1 min 72*CEmin
65°C 30s
B5°C 1 min. E5°C 455
45°C 25min.

1ciclo Jciclos 32 ciclos

1ciclo

Figura 6.3 Condiciones para la RT-PCR de la primera vuelta de amplificacion. Se muestra el
programa utilizado para la primera vuelta de amplificacién del gen env a partir de RNA de virus en
plasma utilizando los primers externos ED3 y ED12..

En la segunda vuelta de amplificacion se utilizé el estuche de reactivos
“Platinum® Taq DNA Polymerase” (Invitrogen, Brown Deer, WI), de acuerdo a
las especificaciones del fabricante [38]. Las condiciones de reaccién fueron: Una



concentracion final de 0.4 mM de cada primer (ES7/ES8), una concentracion final
de 1.6 mM de MgSOQs, una concentracién final de 200 mM dNTPs, una unidad de
Taq DNA polimerasa y 2.5 ul de los amplicones obtenidos en la primera vuelta de
amplificacion en un volumen final de 25ul, a un pH de 8. Esta mezcla de reaccién
fue sometida a: 1 ciclo de 2 min 94 °C; 3ciclos de 94°C 1 min, 55°C 1 miny 72°C 1
min; 32 ciclos de 94°C 15s, 55°C 45s y 72°C 1min y 1 ciclo 72°C 5 min y 4°C «
(ver figura 6.4).

24°C 2 min. 24°C 1 min 84°C1Es
" 72°C 1 min /_\_;[:1 nin 72°C5min
B5*C 1 min. BE°C 4bs

1ciclo Jciclos 32 ciclos 1ciclo

Figura 6.4 Condiciones para la PCR de la segunda vuelta de amplificacion. Se muestra el
programa utilizado para la segunda vuelta de amplificacién del gen env a partir de RNA de virus en
plasma utilizando los primers internos ES7 y ES8.

El producto de la primera reaccion origind un fragmento de 1981 pb el cual se
utilizé para realizar la segunda reacciéon de PCR la cual produjo un producto de
700 pb (ver figura 6.5). El producto final de amplificacién se identificé por medio
de una electroforesis en gel de agarosa al 1.5% con bromuro de etidio (ver figura
6.6). En todos los casos se incluyd un control de contaminacién agregando agua
en lugar de ARN viral a la reaccion.
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Figura 6.5 Esquema de la amplificacion anidada de la region C2-V3 del gen env. Los primers
externos fueron ED3 y ED12 (marcados en azul) y los primers internos fueron ES7 y ES8

(marcados en rojo).

Marcador de peso molecular

Control (-)  Paciente 1 Paciente 2 Paciente 3 Paciente 4 Paciente 5

Figura 6.6 Amplificacion de fragmento de la region C2-V5 del gen env (700pb). Gel de
agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio representativo de la amplificacién de un fragmento
de 700 pb abarcando la regién C2-V5 del gen env viral. La primera columna muestra el marcador
de peso molecular, la segunda corresponde al control negativo, y las columnas 3 a 7 corresponden

a muestras de pacientes.



Los productos de PCR se purificaron por medio del estuche de reactivos
“QlAquick PCR Purification Kit” (Qiagen, Valencia, CA), de acuerdo a las
especificaciones del fabricante [39]. Este kit consta de columnas de silica gel las
cuales retienen al DNA (100pb-10kb), dejando pasar por la columna todo aquéllo
que no sea DNA (sales, buffers, enzimas etc.). Para eliminar las trazas (restos de
sales, buffers, enzimas de la reaccion de PCR) se realiz6 un lavado con un buffer
de fuerza idnica alta y finalmente se eluy6 el DNA que se encuentraba capturado
en la columna con un buffer de fuerza idnica baja. Los productos de amplificacion

se almacenaron a -20°C hasta su uso ( ver figura 6.7).

Hacer pasarlos Eliminar todo Eluir DNA
productrosde aquello que no cambiandola Congelar a-20°C
PCR porla sea ADN con fuerzaionica de los amplicones

columna buffer de lavado la columna

Figura 6.7 Purificacion de productos de PCR. Diagrama que ilustra el proceso de purificacion de
productos de amplificacién con el estuche de reactivos “QlAquick PCR Purification Kit” (Qiagen,
Valencia, CA).

Los productos de PCR se semicuantificaron en el gel de agarosa, comparando la
intensidad de la banda del producto contra la intensidad de las bandas del
marcador (ver tabla 6.1). Al tener las concentraciones se realizaron diluciones para
obtener una concentracion aproximada de 2.5 ng DNA/ul. Las diluciones de
producto de PCR se utilizaron en las reacciones de PCR de secuenciacion.



Tabla 6.1 Nanogramos de DNA en cada banda del marcador de peso molecular XIV
de Roche (Molecular Biochemicals )[40]

bp ng/4 pl
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La secuenciacion se basa en el empleo de los cuatro didesoxirribonucleétidos
(ddNTPs) marcados con fluoréforos especificos, los cuales carecen del grupo
hidroxilo de la posicion 3’ de la molécula, de manera que cuando uno de estos
nucledtidos se incorpora a una cadena de DNA en crecimiento, esta cadena no
puede continuar elongandose ya que la DNA polimerasa necesita un extremo 3’
OH para afnadir el siguiente nucleétido. El secuenciador realiza una electroforesis
capilar con lo que acomoda los fragmentos obtenidos en la reaccion de
secuenciacion con los ddNTPs por peso molecular. Los productos de reaccién
generados en la PCR de secuenciacidon salen uno a uno del capilar, ordenados por
peso molecular, emitiendo una sefal diferente que corresponde al fluoréforo del
ddNTP terminador de la reaccion de secuencia. Esta sefal es producida al
excitarse el fluoréforo del ddNTP terminal de cada fragmento mediante un laser,
para ser captada por un sistema éptico en el equipo. Una computadora interpreta

la senal dptica y la secuencia es finalmente mostrada como un electroferograma.

La reaccién de secuenciacion se realizé utilizando el reactivo “BigDye® Terminator
v1.1Cycle Sequencing Kit” de Applied Biosystems (Foster City, CA) de acuerdo a
las recomendaciones del fabricante [41]. Este reactivo contiene a cada uno de los
didesoxirribonucleétidos trifosfatados marcados con un fluoréforo distinto, los
cuales funcionan como terminadores de la extensién de la cadena en la reaccion
de secuenciacién. La técnica se realizd de acuerdo a la tabla 6.2, con un volumen
final de reaccién de 10ul.

Los primers que se utilizaron para la reaccion fueron ES7 (primer forward) y ES8
(primer reverse) ,y como opcidn alternativa a ES8 se utiliz6 ED33 en los casos de
secuencias problematicas en las que la variabilidad de la regién cercana al sitio de
unién de ES8 impidi6é ver una senal limpia (ver figura 6.8). La concentracion final

de los primers en la reaccién fue de 0.4mM (ver tabla 6.2).
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Figura 6.8 Diagrama que ilustra los primers de secuenciacion. ES7 se us6 como primer
forward o sentido, mientras que ES8 se us6 como primer reverse o antisentido. ED33 se us6 como
primer reverse alternativo en secuencias problematicas debido a la variabilidad del gen env.

Tabla 6.2 Reaccién de secuenciacion.

Reaccion de secuenciacion (1x) Volumen (ul)

“Terminator Ready Reaction Mix” 4l

Producto de reaccién de PCR purificado (diluciéon con una concentraciéon | 2ul
aproximada a 2.5ngDNA/uL).

Primer (sentido o antisentido ) (2Mm) 2ul

Agua desionizada 2ul

Volumen total 10ul




La reaccién de secuenciacion se sometid a las siguientes condiciones en el
termociclador: 1 ciclo de 5 min a 95°C; 30 Ciclos de 30 s a 95°C,10 s a 50°Cy 4
min a 60°C; 1 ciclo de 4°C a tiempo « (ver figura 6.9).

30 ciclos
|

[ esca0s \

60°C 4 min.

50°C 10s

Figura.6.9 Condiciones para la PCR de secuenciacion. Programa usado para la reaccion de
secuenciacion de los productos de amplificacién del gen env empleando el reactivo “BigDye®
Terminator v1.1Cycle Sequencing Kit” (Applied Biosystems, Foster City, CA).

Los productos de la reaccién de secuenciacion se precipitaron con etanol absoluto
(2.5 volumenes) y acetato de sodio 3 Mm (10%yV/v), seguido de una centrifugacion
a 2000 x g por 30 min. El etanol remanente se eliminé volteando la placa y
centrifugando de nueva cuenta a 150 x g por 1 minuto. Posteriormente se realizd
un lavado con etanol al 80% centrifugando por 5 minutos a 2000 x g. Al término de
la centrifugacion se volte6 la placa y se centrifugd a 150 x g por 3 minutos para
eliminar el etanol remanente. Se repiti6 este Ultimo paso para eliminar
completamente el etanol. Ya purificados los productos de la reaccién de
secuenciacion, éstos se disolvieron en 20 pl de formamida (ver figura6.10).
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Figura.6.10 Secuenciacion. Se muestran los pasos generales del proceso de secuenciacién del
gen viral env.

Las secuencias del gen env se obtuvieron por electroforesis capilar en un
secuenciador ABI-Prism 3100 Avant Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster
City, CA) [42]..Los datos fueron recolectados por el software ViroSeq. Las
condiciones a las cuales se llevaron la electroforesis capilar se muestran en la
tabla 6.3.

Tabla 6.3 Condiciones de electroforesis capilar

Temperatura 50°C
Tiempo de inyeccion de la muestra 22 segundos
Voltaje de inyeccion 1kV
Tiempo de corrida 6500s
Voltaje de corrida 12.2kV
Grosor del capilar 50mm

El polimero que se utilizo fue POP-6(Applied Biosystems, Foster City, CA) , el
tiempo de inyeccion de la muestra fue de 15s , el voltaje fue arriba de 20 kV vy el
tiempo de corrida fue de 2 horas.



Las secuencias forward y reverse se ensamblaron y editaron en el programa
Geneious pro 4.6.4 con el cual se obtuvo una secuencia consenso de la region
C2-V5 del gen env para cada individuo participante en el estudio. Las secuencias
de todos los individuos de la cohorte fueron alineadas con el programa ClustalW
incluido en el programa Mega 4.1 B incluyendo todas las secuencias de referencia
de VIH-1 y SIVcpz obtenidas de la base de datos de los Alamos [43]. Una vez
obtenido el alineamiento y editado este de manera manual, se construyeron

arboles filogenéticos con el programa Mega 4.1 B (ver figura 6.11).

Obtencidn de secuencia Obtencion del Construccion de arboles
consenso (Geneious prod 6.4) alineamiento{Megad 1R) filogéneticos (Megad 1R)

Figura.6.11 Analisis filogenético. Se muestran los pasos generales a través de los cuales se
realizé el analisis filogenético de las secuencias del gen env de los individuos de la cohorte
mexicana, incluyendo los programas computacionales utilizados en el proceso.

Se construyeron arboles filogenéticos basados en matrices de distancias para las
secuencias mexicanas a partir de un fragmento de de 700 pb de la regién C2-V5
del gen env del VIH, utilizando el programa MEGA 4.1B. Se empled el método de
Neighbor-Joining (NJ). NJ es un método algoritmico que proporciona una buena
aproximacion heuristica para encontrar el arbol de evolucion minima mas corto en

distancia genética. Este método secuencialmente encuentra vecinos que



minimizan la longitud total del arbol. Las distancias evolutivas se calcularon con
diversos modelos de nucleoétidos:

e Juckes Cantor

e Kimura 2 parametros

e Tamura 3 parametros

e Tajima Nei

e Tamura Kumar (Log Det)

e Maximum Composite Likelihood

En todos los casos se utilizo la opcién de pairwaise deletion, es decir las
inserciones o0 deleciones que se encontraban en el alineamiento fueron
eliminadas al comparar con las demas secuencias. Para evaluar el porcentaje
de réplica de cada arbol se aplicé la prueba de bootstrap, realizando 1000
pseudorréplicas de muestreo aleatorio para estimar el arbol consenso (ver
figura 6.12).

Figura 6.12 Construccion de Arboles filogenéticos con Mega 4.1p .Se construyd un
alineamiento con secuencias env de VIH circulante en diversas regiones de la Republica



Mexicana (1), y éste se convirtié de formato MAS a MEG (2). El método que se utilizé en todos
los casos fue Neighbor Joining (3) y se seleccioné uno de los modelos de nucleétidos
existentes en el programa (Jukes Cantor, Kimura 2 parametros, Tamura 3 parametros, Tajima
Nei, Tamura Kumar (Log Det) y Maximum Composite Likelihood). La resolucion del arbol
filogenético construido se prob6 mediante la prueba de bootstrap con 1000 repeticiones (4). Se
analizaron los datos (5) y finalmente se obtuvo el arbol filogenético (6). Este arbol puede tomar
diversas topologias(7).

La subtipificacion de VIH basada en secuencias del gen env se realiz6 mediante
dos métodos independientes disponibles en linea que se describirdn en las

secciones siguientes.

REGA es una herramienta para la subtipificacion de secuencias de VIH-1 que se
encuentra en la Base de Datos de la Universidad de Standford [44]. La
subtipificacién se llevo a cabo por medio de métodos filogenéticos, en un proceso

que involucra cuatro pasos:

e Alineacion de las secuencias con el programa Clustal W.

e Construccion de arboles filogenéticos a partir del método HKY con el
software PAUP. El alineamiento contiene la secuencia que se desea
subtipificar y secuencias referencia de todos los subtipos del grupo M (ver
tabla 6.4).

e Construccion de un segundo arbol con la secuencia que se desea
subtipificar y las secuencias referencia de los subtipos de VIH y CRFs.

e La secuencia que se desea subtipificar se divide a la mitad y se analiza con
secuencias de recombinantes.

e Finalmente se analiza la secuencia con el software Treepuzzle para

encontrar similitudes con los diferentes subtipos.



Tabla 6.4 Referencias utilizadas en la subtipificacion de secuencias de VIH-1

CREOI_AL

R

FOz_Ad

CRIEOL_AR

CREO CFY

Al_LGEILASS
Al_UGSISILIGIEY
AL UDWHCDRTIRSE
AR CYusuaryanr vl

B _MLARH T IRIT 56
B_USAMWEALISD

D UM CMALTIHAL
D_TZDnA2EL

3_FTUSHHETSI LI
G_NGYSANGIRS
H_BEYSVIYS1
H_C AP S 6
|_SENISETEET
J_SESdSENIT
B _COUTE TR
B _UhYaMES LS
V_ABECEUVARARCE ] 16T
F_AETHHRCM Z40
12 _ AP M TP RO
12_AGPRYLINIAY
15_ABRUYTEALIS
15 _ABERUYSEE LSSEHEL
_CPXGIRSI9TPYCH

La secuencia que se desea subtipificar se introduce en formato FASTA,

pudiéndose analizar hasta 1000 secuencias a la vez. El analisis se muestra en una

tabla la cual contiene el nombre de la secuencia, el tamafio el subtipo asignado

por el programa y un diagrama en el cual se ilustra que regién se subtipificd (ver

figura6.13).



Sequence name : Norte16, length: 499 bps

Assignment: HIV-1 Subtype B, Bootstrap: 100.0%
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Figura 6.13. Analisis de subtipificacion de VIH con REGA. a) Esquema que muestra el subtipo
de la secuencia de VIH-1. b) En el reporte aparece el nombre de la secuencia, el tamano, el
subtipo asignado, el porcentaje que soporta el resultado y un esquema de la regién subtipificada.



RIP (Recombinant Identification Program), disponible en la base de datos de los
Alamos [45], es una herramienta de subtipificacién e identificacién de eventos de
recombinacién basada en métodos filogenéticos. Se realiza el alineamiento
incluyendo la secuencia que se desea subtipificar y alrededor de 400 secuencias
de referencia de todos los subtipos del grupo M y recombinantes.

Cada secuencia que se desea subtipificar se alinea con secuencias de referencia
de todos los subtipos y formas recombinantes por medio del programa HMMRE, el
cual genera un alineamiento de forma automatica.

A continuacion se muestra un ejemplo del alineamiento obtenido en la

subtipificacion:
1: 60 [ 1: 60]
query: 594 : TATCTGAAACTGTAAACATTACTTGTACAAGACCCAACAACAATACAAGAAAAGGGATAC
a: CON_A1 : -TA-C--GC------- YA N S— (@ A-T--
b: A2CY.94CY017_41 : -TA-A-GC-—-CTA-——--TC AT
c: CON_B . -GAA---T-—---G-A—-A AT
d: CON_C L .V Uy N C Y. W ) ¢ BER——— g A-T-—-A
e: CON_D © -TAA---GT------ 1V Y W S ¢ Ty S —— C--A-T----
f: CON_F1 S .. W SR o ¢ T | N — A-T--
g: CON_F2  TAA-AG-T--HA - An e G-A-To
h: CON_G -V SO c 1. N SN, | o S — ATA
i: CON_H : -TAA-AV-C-----V-A-----C-----C-----T-----T-----G------ A-T----
j: J.SE.94.SE7022 : -TAA---C------ G-A---GT GG T o T oo Toee
k: K.CD.97.EQTB11C : -TAA----G-----G-A----A--—----—- [ W N ATeoee
I': CON_O1_AE  TAAA-T - GACoAnmeo Comn T G C-AT-—A
best match
significant

61:120 [ 61:120]

query: 594 : ATATAGGACCAGGGAGAACATTGTATACAGGAATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATT
a: CON_A1 D G ACA-G----C-------- g (¢ T— Y---

b: A2.CY.94CY017_41 : GCT-T-------- ACA-G-C--C------AAT -------- € I o S

c: CON_B B T A —

d: CON_C I CC R ACA------ C S o S

e: CON_D e (07 W C TN o o Jy | A —

f: CON_F1 e Y €y L — C--C---A-G-------

g: CON_F2 D G- AC--G----C---m-m-- ) P — A-G---T---

h: CON_G Y-\ of—— ACA-G-G--C-----=-T C




- CON_H © ~-T--G---ACA-G---Crorene-T=-C

: J.SE.94.SE7022  : -C--G-------- ACA-GTGC-Co-CrmeeeGrommmeemmeeemmeee GA—eeToen
: KCD.97.EQTB11C  : ----meeeme A--G----C T G--G--Gene
: CON_O1_AE G — ACA-GT---C AceeeTooe

best match

significant

121:180 [ 121:180]

query: 594 : GTAATMTTAGTAGAMCAGCATGGAACAATACTTTAAAACAGGTAGCTGGAAAATTACTAA
a: CON_AT e G-C------ T---A------ T--A------ C--A-------- AA-C-----AG--
b: A2.CY.94CY017_41 : ----A-C-AC-A-A--TT------TG-C------ C--A-------- A-C-----AG-G
c: CON_B i =G A--eeeee G--AA------ T--C-mmmmmmmo- A---T-AA------- AG-G
d: CON_C i ----CA-----GA-GATAA------ T--A------ C--A-----AG-AA------- GA-G
e: CON_D i ----CA-----G--G---A------ T--A------ (O AA------- GG-G
f: CON_F1 : ---CG-----G--A--CA------T--A--W---G----R---AAG-C---G---AAGT
g: CON_F2 i ----CA---A-G--A--CTG-----TG-A--------- A-D------ AV-G-G--CAA--
h: CON_G - Gi-------- AY-AA------T--G-TGW----GA-T--CA-W-C-M--C--AAR-
i: CON_H - A-----G--AA-VA------ T--G-eeeee C-Cememmes T-AC-C-----GG--
j: J.SE.94.SE7022 : ----CA-------- AA--AT-----T--C------ CGTAGA------AA----C--AG-G
k: K.CD.97.EQTB11C : ----CA----CG--GG-CAG-----T--A---G----C--A---AAGAA-G-----GG--
I CON_O1_AE . -G-GA---A-G--A--AA------TG-A------------—- A---A------- AA-G
best match
significant

181: 240 [ 181: 240]

query: 594 : AACAGTTTACAACAACAATAGCCTTTAATCYCTCCTCAGGAGGGGATCCAGAAATTGTAA
a: CON_AT I (X Y Yo By Ny S o .V, W —— T----AC--
b: A2.CY.94CY017_41 : -GA-A--C-AG-A---C---AT----C-AA c AC--
c: CON_B © —-A--AT-A Toe-AA c
d: CON_C N R Oy . N,V W ¢ . W o W— C-T------AC--
e: CON_D © -C-TTC--AG------- ATT-----A-CA-----Gi-s-son- [oR— AC--
f: CON_F1 © CT--T--C-AT-wemee LY.V, WG} oY W— C-T----AC--
g: CON_F2 © -C--C-=-AT-A-T--G--V---V-D-CA--Ar-rmrmmemas T-----AC--
h: CON_G : --ATC----AC-AG-AC---A-------CTCA--TGr-------- C-T------AC--
i: CON_H © D-T-C----AT-Gr----AT T----A-CACA------------ CATG---G--AB--
j: JSE94.SE7022  : ---C----AT-A--mmees J.NSNGY\ VoY.YoRmm—— CAT-----AC--
k: K.CD.97.EQTB11C  : ----C----AC-A---=---ATA---C-A-CA-----m-memev C---C--G-CAC--
I: CON_O1_AE © -G--C----AT-AG------AT----C-A-CAC---------- Ac---T----AC--
best match . Ccceececececcecececeeccececececececececceccce
significant -

241:300 [ 241: 300]

query: 594 . TGCACAGTTTTAATTGTGGAGGGGAATTCTTCTACTGTAATACAACAGAACTGTTTAATA
a: CON_AT o7V, JR— AceemTooeeT T-—-GC

b: A2.CY.94CY017_41 : CA-TT-rremememes (O N S, (o T [clommmm— G




- o o O

= (o]

: CON_B : T C

: CON_C : CA--T--C--------- YN W S o J— ) Y
: CON_D : CA—--C T (O e W
CON_F1 e gl C---T---Gom - G
: CON_F2 ¢ CA--T-mmmmeeee R C--C---D---BT-------- G
: CON_G FN 07y RSN o RSN VY W | [E— y S R—
: CON_H © CA--T---m-mmmmm- A----A--ee-T--==-T--C----- g i c ¢ T
: J.SE.94.SE7022  : CA--T-----mmmmmmmmmmo- y N JUUI E— T--AC------C----
: K.CD.97.EQTB11C  : G-----T------C---A----A-----T-C------- G----T-----CAC-G--G--G
: CON_O1_AE : ----TCA---------- 7, WO g QU N o Y N—
best match
significant

301: 360 [301: 343]

query: 594 : GTACTAGKARAWAATGAWAW YACCMCCCYCCCMWGCAGAATMCAACTWMTTAWCATCAGG
a: CON_AT : -C---T-G-TCA-----C-CT-TAA-T-T---AT------- AA-G-AAA---TA-AT-T-
b: A2.CY.94CY017_41 : ----GT-G-ACC----GA-GT-TAAT--T---AT------- AA---AAA---TA-A--T-
c: CON_B : -----T-G-G-A-----A-CT-T-A-A-T---AT------- AA---AAA---TA-A--T-
d: CON_C : ----ATAC-ACA----CA-CC-T-A-A-T---AT------- AA---AAA---TA-A--T-
e: CON_D i ----AT-G-AMA-----K-CA-T-A-A-T---AT------- AA---AAA---TA-A--T-
f: CON_F1 : AC--AG-ACTMC----GC-CT-T-A-T-T---AT-TC----AA---AAA--GTA-A--T-
g: CON_F2 : AA--A-AVGDCA-----C-HT-T-A-T-TT--AT-T-----AAG--AAA--GTA-A--T-
h: CON_G : A--G-MTBGA-T-----K-CT-T-A-A-T---AT-T-A---AA---AAA--GTG-GA-T-
i: CON_H : --G-T-G-ABA-VA--A-AT-TTA-A-TG--AT------- AA---AAA--GTA-A--T-
j: J.SE.94.SE7022 : ---G-T-G-G-C--CACA-CT-T-A-AATA--AT-T-A---AA---AAA--GTG-GA-T-
k: K.CD.97.EQTB11C : AC--AGAG-G-GG--ACC-CA-T-A-AAT---AT-T--G--AA---AGA-A-TA-A--T-
| CON_O1_AE - T-GGTGT-----C-CT-T-ATA-TT--AT---AG--AA-G-AAA---TA-A--T-
best match
significant

361: 420 [ 344: 403]

query: 594 : CGGCAGGWAGKAGRRRCGRCRAWGTCYCCCCCYCYCATCGGACGACTAACATCATCCTCC
a: CON_A1 . T-----AG--T--GACAAG-A-T--ATG----T-C----CA-G--G---T-AGG-GTGAA

b: A2.CY.94CY017_41 : T----AG--T--GAAGAG-A-T--ATG----T-C---T-C-G--A---T-AAG-GTA-A

c: CON_B e A--T--GAAAAG-A-T--ATG----T-C----A--G---A--TTAG--GT--A

d: CON_C e AG-T--GACGAG-A-T--ATG----T-C---T-C-G--AAC-T-A---GTAAA

e: CON_D e G--T--GAAAAG-A-T--ATG----T-C---T-A-G------TCAA--GT--A

f: CON_F1 e A--T--GACGAG-A-T--ATG--G-T-C---T-C-G--AAC-TTA-C-GTAA-

g: CON_F2 . T----AAG--T--GACGAG-A-T--ATG----T-C---T-CHG--VA--TTCAG-GTAA-

h: CON_G . T--—--AG--TG-GACAAG-A-T--ATG----T-C-----C-G--AAC-TTA---GTAAA

i: CON_H . T--—--AG--T--GACAAG-A-T--ATG----T-C----AA-G--AAC-TTA---GTGTA

j: J.SE.94.SE7022 : T----AAG-AC--GACAAG-A-TA-ATG----T-C-----C-G--AAC-TTA---G-AAA

k: KCD.97.EQTB11C : T-----AA--TG-GGCAAG-A-TA-ATG----T-C--C--C-G--AAC-TTA-C-GTAGA
| CON_O1_AE e G--T--GACAAG-A-T--ATG-T--T-C----A-TG--AG--TTAAT-GTGTA

best match



significant

421: 428 [ 404: 411]

query: 594 : TCTATTAC

a: CON_A1 R o —

: A2.CY.94CY017_41 : --C--—---

: CON_B PR

: CON_C — C--

: CON_D P—

CON_F1 PR

: CON_F2 R— C--

: CON_G [ g S

i: CON_H P—

j: J.SE.94.SE7022 R

k: K.CD.97.EQTB11C  : --------

|: CON_01_AE P—
best match

- 0o O O T

= (o]

significant

Con el alineamiento se determinan la distancia s (similitud), distancia d (Jukes
Cantor) y la distancia p (Hamming) .Los resultados del andlisis se expresan en
gréficos que muestran la distancia entre el virus problema y los diferentes virus de
referencia a lo largo de la secuencia analizada.

En el gréfico de la distancia s (similitud) en el eje de las “y” se muestra la
proporcion de similitud y en el eje de las “x” la region de la secuencia. La
referencia con mayor similitud a la secuencia problema tendra el mayor valor de

distancia s (ver figura 5.14).

Grafico de distancia s (similitud)
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Figura 6.14 Grafica de distancia s obtenida como resultado del analisis de subtipificacion
por RIP. Se muestra un ejemplo representativo del anadlisis de subtipificacion por RIP. La
secuencia de referencia que cuenta con mayor similitud a la secuencia problemas la que presenta
valores mayores de distancia s a lo largo de la secuencia. En este ejemplo la secuencia problema
corresponderia al subtipo B.

La distancia p llamada distancia de Hamming, es la forma mas sencilla de calcular
la distancia entre dos secuencias. Para obtener esta distancia Unicamente se
cuentan el numero de diferencias existentes entre las dos secuencias. A pesar de
lo anterior, la distancia p no refleja las relaciones evolutivas.
La distancia d es un intento por ajustar el numero de diferencias entre dos
secuencias de las posibles mutaciones en paralelo o de las reversiones. Este
parametro fue propuesto por Jukes y Cantor en 1969, con la siguente ecuacion:
d=3/4Ln(1-(4p/3))

En el caso de los gréaficos de distancia p y d, la referencia con mayor similitud es
aquélla que cuenta con una menor distancia. Al igual que en el grafico distancia s
(similitud) en el eje de las “x” se encuentra la regién de la secuencia y en el eje de
las “y” la distancia correspondiente. Las secuencias de referencia que presenten
mayor similitud con la secuencia problema tendran menor valor de distancia p y d
(ver figura 6.15).

a) Grafico distancia p (Hamming)
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b) Grafico distancia d (Jukes Cantor)

query 3 594
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Figura 6.15 Graficos de distancia p y d obtenidos como resultado del analisis de
subtipificacion de VIH por RIP. El subtipo que presenta mayor similitud es aquél que cuente con
un valor menor valor de distancia p y d. En este caso la secuencia problema corresponde al
subtipo B.

RIP cuenta con una opcion en la cual se simplifican las graficas de distancia s, py
d; es decir unicamente muestran los subtipos con mayor similitud a la secuencia

problema (ver figura 6.16).

a) Grafico de distancia s (similitud)
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b) Grafico de distancia p(Hamming)
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c) Grafico de distancia d(Jukes Cantor)

query I 594

diky

LON_B —_—
288 218 228 238 248 258 268 278

Figura 6.16 Ejemplo de los graficos simplificados. En todos los ejemplos, se muestra que el
subtipo que es mas similar a la secuencia problema es el subtipo B.



7.0 Resultados

Se analizaron 101 secuencias del gen env de pacientes infectados por VIH-1
provenientes del Norte, Sur y Centro de la Republica Mexicana. Los estados que
participaron en este estudio fueron: Sonora, Baja California Norte, Nuevo Ledn,
Jalisco, D.F., Edo. de México, Morelos, Chiapas, Oaxaca, Veracruz y Guerrero

(ver figura 7.1).

Norte

Centro

Figura 7.1 Procedencia de los individuos infectados por VIH-1 que participaron en el estudio.
Se clasificaron los individuos infectados por VIH participantes en el estudio segun su regién de
procedencia: Norte, Sur y Centro de la Republica Mexicana. Los estados que participaron en el
estudio fueron: Sonora, Baja California Norte, Nuevo Leén, Jalisco, D.F., Edo. De México, Morelos,
Chiapas, Oaxaca, Veracruz y Guerrero. En rosa se muestran los estados participantes incluidos en
la regién Norte, en azul los incluidos en la regién Centro y en verde los incluidos en la regién Sur.



De las 101 secuencias analizadas del gen env de VIH de individuos mexicanos, el
37% (38 pacientes) provenia del Centro, el 36% (36 pacientes) provenia del Sury
el 27% (27 pacientes) del Norte (Figura 7.2).El 67.33% de estos pacientes eran
hombres, mientras que un 32.67% eran mujeres, la edad promedio fue de 34.7
anos. Todos los pacientes incluidos en el presente estudio formaban parte de la
cohorte del proyecto de epidemiologia molecular del Centro de Investigacidén en
Enfermedades Infecciosas (CIENI) del Instituto Nacional de Enfermedades

Infecciosas (INER).

Centro
37%

Figura 7.2 Proporcion de pacientes provenientes de las regiones Norte, Centro y Sur de la
Republica Mexicana. El 37% (38) de los pacientes del estudio provenia del Centro, el 36% (36)
provenia del Sur y el 27%(27) del Norte. Todos los pacientes participantes en el estudio
pertenecian a la cohorte de Epidemiologia Molecular del CIENI del INER.

El promedio de la carga viral de todos los pacientes analizados fue de 882,456
copias de RNA/mI, mientras que el promedio de células CD4+ fue de 271
células/ul. Mostrandose rangos amplios en la distribucion de valores tanto de
carga viral como de cuentas de células CD4+. En la Tabla 7.1 se hace una



descripcién estadistica de la cohorte entera y por regién: Centro, Norte y Sur. En
general, las medianas de los valores de carga viral fueron similares en las tres
regiones en estudio y con respecto a la cohorte considerada como un todo. Las
medianas de cuentas de células CD4+ fueron también similares, con una ligera
tendencia a valores mas altos en la region Norte. La mediana de 212 células/pl de
la cohorte completa refleja el retraso en el diagnéstico de la infecciéon por VIH
caracteristico de las cohortes latinoamericanas, presentandose la mayoria de los
pacientes en los centros de salud hasta etapas tardias de la infeccién.

Tabla.7.1 Descripcion estadistica de la cohorte
Todos los pacientes de la corte (n=101) Pacientes del Centro (n=38)
cpa’ Carga viral cp4’ Carga viral
(Células/ul) (copias RNA /ml) (Células/ul) (copias RNA/ml)

Promedio 271 882,456 Promedio 256 195,735
Desviacion Desviacion

224 7,054,895 258 255,081
estandar estandar
Maximo 1058 71,000,000 Maximo 1058 988,565
Minimo 1 82 Minimo 14 82
Rango 1057 70,999,918 Rango 1044 988,483
Mediana 212 52,846 Mediana 191 74,038

Pacientes del Norte (n=27) Pacientes del Sur (n=36)
CcD4 Carga viral cpa’ Carga viral
*(Células/pl) (copias RNA/ml) (Células/ul) (copias RNA/ml)

Promedio 315 115,888 Promedio 254 2,182,255
Desviacion Desviacion

221 151,228 188 11,807,436
estandar estandar
Maximo 850 614,592 Maximo 826 71,000,000
Minimo 24 174 Minimo 1 136
Rango 826 614,418 Rango 825 70,999,864
Mediana 300 50,319 Mediana 201 54,173

Se realizo una comparacion entre el Log1o (carga viral) de pacientes infectados por
VIH de las regiones Centro, Norte y Sur de la Republica Mexicana. En la figura
7.3 se muestran unos diagramas de Cajas y bigotes que demuestran la similitud

de las distribuciones de los valores de carga viral en las tres regiones en estudio.
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Figura.7.3 Diagrama de cajas y bigotes del log:, de la carga viral en las tres regiones de la
Republica Mexicana. El rectangulo representa los cuarities Q1 y Q3.La linea horizontal que divide
al rectangulo representa el cuartil Q2 el cual es la mediana. Los bigotes representan los limites
inferiores y superiores. Los puntos que se salen de los limites superiores e inferiores son datos
atipicos.

Por medio de la prueba Kruskal Wallis se determino que no existian diferencias

significativas entre las medianas de carga viral de pacientes provenientes de la
region Centro, Norte y Sur de la Republica Mexicana, ya que el valor de P de los
rangos(0.5748) era mayor a a=0.05. Por tanto se aceptd la hipdtesis nula (Ho), la
cual nos indicé que las medianas del Logio(carga viral) eran similares en las
regiones Centro, Norte, Sur de la Republica Mexicana(ver tabla 7.2 y Tabla 7.3).



Tabla 7.2 Valores de los parametros obtenidos por la prueba Kruskal Wallis aplicada
a los valores de Logi¢(carga viral) de pacientes mexicanos provenientes de las
regiones Centro, Norte y Sur de la Republica Mexicana

Prueba Kruskal-Wallis Log 10(Carga viral)

Grupo variable: Region

Grados de libertad 2
# Grupos 3
#Rangos 16
H 1.107
Valor de P 0.5749
H corregida para los rangos 1.107
Correccion del valor de P de los rangos 0.5748

Tabla 7.3 Informacion de los rangos obtenidos por la prueba Kruskal Wallis aplicada
a los valores de células CD4+ de pacientes mexicanos provenientes de las regiones
Centro Norte y Sur de la Republica Mexicana

Region # 3 Rango Rango promedio

Centro 38 2072.000 54.526
Norte 27 1265.000 46.852
Sur 36 1814.000 50.389

Al igual que en el caso de las cargas virales, se compar6 la cuenta de células
CD4" en las regiones Centro, Norte y Sur de la Republica Mexicana. Se observo
que las medianas de células CD4+ en las regiones Centro y Sur eran similares,
mientras que la mediana de células CD4" en el Norte era ligeramente elevada (ver
figura7.4)
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Figura.7.4 Diagrama de cajas y bigotes del conteo de células CD4+ en las diversas regiones
de la Republica Mexicana. El rectangulo caja representa los cuaritles Q1 y Q3.La linea horizontal
que divide al rectangulo representa el cuartil Q2 el cual es la mediana. Los bigotes representan los
limites inferiores y superiores. Los puntos que se salen de los limites superiores e inferiores son
datos atipicos.

Se realizo la prueba Kruskal Wallis con lo cual se determind que no existian
diferencia significativa entre los valores de células CD4" de pacientes provenientes
de las regiones Centro, Norte y Sur de la Republica Mexicana, ya que el valor
corregido de P de los rangos(0.2803) era mayor a a=0.05. Por tanto se acepto la
hipotesis nula (Hop), la cual nos indicaba que las medianas del conteo de células
CD4" eran similares en las regiones Centro, Norte, Sur de la Republica Mexicana
(ver tabla 7.4 y Tabla 7.5).

Tabla 7.4 Valores de los parametros obtenidos por la prueba Kruskal Wallis
aplicada a los valores de células CD4* de pacientes mexicanos provenientes

de las diversas regiones de la Republica Mexicana

Prueba Kruskal-Wallis CD4" (cel/ml)

Grupo variable: Region

Grados de libertad 2
# Grupos 3
#Rangos 1
H 2.543
Valor de P 0.2803
H corregida para los rangos 2.544
Correccion del valor de P de los rangos 0.2803




Tabla 7.5 Informacion de los rangos obtenidos por la prueba Kruskal Wallis aplicada
a los valores de células CD4* de pacientes mexicanos provenientes de las diversas
regiones de la Republica Mexicana

Region # 3 Rango Rango promedio
Centro 38 1759.000 46.286
Norte 27 1567.000 58.037

Sur 36 1825.000 50.694

Con el objetivo de determinar el subtipo viral de las secuencias del gen env
incluidas en el presente estudio se realiz6 un andlisis de subtipificacidon por medio
de los programas REGA [44] y RIP [43], en un principio se realiz6 la subtipificacion
por medio de REGA, con este programa unicamente fue posible subtipificar el
12%(12 ) de las secuencias debido a que la subtipificacion se ve limitada ya que
cuenta Unicamente con 29 secuencias referencia, por tal motivo se decidi6 utilizar
el programa RIP con el cual fue posible subtipificar la mayoria de las secuencias
(ver tabla 7.6). Después de la aplicacién de ambos programas se determind que
el 87% de las secuencias eran del subtipo B (ver figura 7.5). Sin embargo, el 13%
restante de las secuencias no se pudieron subtipificar por medio de estos

programas ya que el tamano de las secuencias no era adecuado.



No
subtipificadas
13%

Figura 7.5 subtipipificacion por medio de RIP y REGA. El 87% de las secuencias analizadas
eran del subtipo B mientras el 13% no se pudo determinar el subtipo al cual pertenecian ya que la

longitud de las secuencias era menor a la requerida por los programas.

Tabla 7.6 Subtipificacion de los virus circulantes en la cohorte mexicana por

analisis de secuencias del gen env, mediante las herramientas RIP y REGA.

Paciente Paciente Estado de Region de SUPTIPO SUBTIPO RIP*
Procedencia procedencia REGA*
Clave CIENI Clave en el presente
estudio
0327-RRN So01 Chiapas Sur INDEFINIDO B
345-MACN S02 Chiapas Sur INDEFINIDO B
0348-JLC S03 Chiapas Sur INDEFINIDO INDEFINIDO
0357-RRB NO1 Sonora Norte INDEFINIDO INDEFINIDO
0358-MGA S04 Chiapas Sur INDEFINIDO INDEFINIDO
0369-LCQL NO2 Sonora Norte INDEFINIDO B
0372-JCH NO3 Sonora Norte B INDEFINIDO
0379-LDLSS S05 Chiapas Sur INDEFINIDO INDEFINIDO
0380-MCFO S06 Chiapas Sur INDEFINIDO B
382-RGM S07 Chiapas Sur INDEFINIDO B
0431-RTG NO04 Tijuana Norte INDEFINIDO B




0469-JHJ S08 Chiapas Sur B INDEFINIDO
0554-MGG S09 Chiapas Sur INDEFINIDO INDEFINIDO
0556-EHL S10 Chiapas Sur INDEFINIDO B
0591-GTS NO05 Tijuana Norte INDEFINIDO B
0592-MMG NO06 Tijuana Norte INDEFINIDO B
0594-ICR NO7 Tijuana Norte INDEFINIDO B
0712-EGR S11 Oaxaca Sur INDEFINIDO B
0713-MJAO S12 Oaxaca Sur B B
0740-ACM No8 Sonora Norte B B
0964-REPG S13 Veracruz Sur INDEFINIDO B
0967-JACC S14 Guerrero Sur INDEFINIDO B
0968-MTL S15 Veracruz Sur INDEFINIDO INDEFINIDO
0971-MGGM S36 Guerrero Sur INDEFINIDO B
1029-MMB Co1 Guadalajara Centro INDEFINIDO B
1030-PPD Cco02 Guadalajara Centro INDEFINIDO B
1041-MIHC S16 Veracruz Sur INDEFINIDO INDEFINIDO
1046-JMUR co3 Guadalajara Centro INDEFINIDO INDEFINIDO
1061-MOMF NO09 Nuevo Ledn Norte INDEFINIDO B
1064-FPO S17 Veracruz Sur INDEFINIDO B
1073-MMG S18 Veracruz Sur INDEFINIDO B
1077-OBL co4 Guadalajara Centro INDEFINIDO INDEFINIDO
1082-PARA S19 Veracruz Sur INDEFINIDO B
1092-EHG Cco5 D.F. Centro INDEFINIDO B
1097-BJC C06 Estado de México Centro INDEFINIDO INDEFINIDO
1103-MGL Cco7 Morelos Centro INDEFINIDO B
1106-IMR S20 Oaxaca Sur INDEFINIDO INDEFINIDO
1108-AM Cco8 Morelos Centro INDEFINIDO B
1110-JFMA N10 Nuevo Ledn Norte INDEFINIDO B
1116-JGM N11 Nuevo Ledn Norte INDEFINIDO B
1118-JACV C09 Estado de México Centro INDEFINIDO INDEFINIDO
1121-ADGM N12 Nuevo Ledn Norte INDEFINIDO INDEFINIDO
1130-MMG N13 Nuevo Ledn Norte INDEFINIDO B
1132-ACG N14 Nuevo Ledn Norte INDEFINIDO B
1133-ESM C10 Estado de México Centro INDEFINIDO B
1135-JASV N15 Nuevo Ledn Norte B B
1138-HZP N16 Nuevo Ledn Norte INDEFINIDO B
1148-RGP S21 Oaxaca Sur B B
1151-FAC S22 Oaxaca Sur INDEFINIDO B
1152-JMS S23 Oaxaca Sur INDEFINIDO B
1156-JPR Ci1 Guadalajara Centro INDEFINIDO B




1158-JMS N17 Nuevo ledn Norte INDEFINIDO B
1159-YCO C12 Morelos Centro INDEFINIDO B
1160-JTG C13 Morelos Centro INDEFINIDO B
1161-GUA C14 Morelos Centro INDEFINIDO B
1164-VRC N18 Baja california Norte INDEFINIDO B
1168-REPM N19 Nuevo Ledn Norte INDEFINIDO B
1169-JECG N20 Nuevo Ledn Norte INDEFINIDO B
1172-IRR N21 Nuevo Ledn Norte B B
1176-JRS Ci15 Guadalajara Centro INDEFINIDO B
1179-CARC S24 Veracruz Sur INDEFINIDO B
1185-BHE C16 Estado de México Centro INDEFINIDO B
1187-JIVE C17 D.F. Centro INDEFINIDO B
1188-LAZE c18 D.F. Centro INDEFINIDO B
1189-AMGC C19 D.F. Centro INDEFINIDO B
1190-MGA N22 Nuevo Ledn Norte INDEFINIDO B
1191-JM C20 Morelos Centro INDEFINIDO B
1192-ASM C21 Morelos Centro INDEFINIDO B
1194-CGMC S25 Veracruz Sur B B
1196-JLG S26 Veracruz Sur INDEFINIDO B
1197-RAR N23 Baja california Norte INDEFINIDO B
1198-DMMO N24 Baja california Norte INDEFINIDO B
1200-PIN Cc22 Estado de México Centro INDEFINIDO B
1201-EES c23 D.F. Centro B B
1202-LGR C24 D.F. Centro INDEFINIDO B
1203-YEMC C25 D.F. Centro INDEFINIDO B
1209-RAM S27 Oaxaca Sur INDEFINIDO B
1210-TVL S28 Oaxaca Sur INDEFINIDO B
1213-MMF S29 Oaxaca Sur INDEFINIDO B
1215-MRM S30 Oaxaca Sur INDEFINIDO B
1218-AAT C26 Morelos Centro B B
1220-OAM c27 Morelos Centro B B
1222-JTT Cc28 Morelos Centro INDEFINIDO B
1223-JLMS C29 Morelos Centro INDEFINIDO B
1226-JNSP C30 Guadalajara Centro INDEFINIDO B
1227-CSP C31 Guadalajara Centro INDEFINIDO B
1229-MACR C32 D.F. Centro INDEFINIDO B
1232-LC N25 Baja california Norte INDEFINIDO B
1234-JLOA S31 Veracruz Sur INDEFINIDO B
1235-SFDP S32 Veracruz Sur INDEFINIDO B
1236 —-GA C33 Morelos Centro INDEFINIDO B




1244-EVR C38 Estado de México Centro INDEFINIDO B
1247-JLFF S33 Veracruz Sur INDEFINIDO B
1250-EMD C37 D.F. Centro INDEFINIDO B
1251-AGF C34 Estado de México Centro INDEFINIDO B
1261-GCA C35 Jalisco Centro INDEFINIDO B
1272-GPM C36 Jalisco Centro B B
1298-MLBL N26 Nuevo Ledn Norte INDEFINIDO B
1315-JVL S34 Oaxaca Sur INDEFINIDO B
1317-FRA S35 Oaxaca Sur INDEFINIDO B
1335-MRVC N27 Sonora Norte INDEFINIDO B

*Las Secuencias en un principio fueron subtipificadas por medio REGA [44] .Para determinar el subtipo de las secuencias
indeterminadas y confirmar el subtipo de las secuencias subtipificadas por medio de REGA se utilizo RIP[45].

Para determinar el subtipo de las secuencias que no se pudieron analizar por
medio de las herramientas REGA y RIP se realizd un analisis filogenético manual
utiizando el programa MEGA 4.1 B. En este analisis se construyé un arbol
filogenético con el método Neighbor Joining y el modelo Maximum Composite
Likelihood, probando la resolucién del arbol con el método de Bootstrap,
realizando 1000 repeticiones. Se incluyeron las 13 secuencias problematicas, al
menos una referencia de cada subtipo del grupo M y una referencia del grupo N y
O asi como una referencia de SIV. Las secuencias de referencia se obtuvieron de
la base de datos de los Alamos [43]. En este andlisis fue posible observar que las
secuencias que no se pudieron subtipificar por medio de los programas REGA y
RIP (OTUs rojas) se agruparon con las secuencias referencia del subtipo B (OTUs
verdes). Lo cual nos indica que mantienen una estrecha relacién filogenética con
dicho subtipo (ver figura 7.6).
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Figura.7.6 Arbol filogenético para la subtipifcacion de secuencias del gen env
problematicas. Se incluyeron las secuencias que no fue posible subtipificar por medio de las
herramientas RIP y REGA, asi como 14 secuencias de referencia obtenidas de la Base de Datos
de Los Alamos [43]. Se muestra la relacion evolutiva de 27 taxas. La historia evolutiva se obtuvo
usando el método Neighbor-Joining. El arbol que se muestra es el arbol consenso después de
1000 repeticiones de bootstrap. La suma de las longitudes de las ramas fue de 4.55549827. Las
distancias evolutivas fueron computadas por medio del modelo Maximum Composite Likelihood.
Todas las inserciones o deleciones que se encontraban en el alineamiento fueron eliminadas al
comparar con las demas secuencias (opcién: pairwise deletion). El andlisis filogenético se realiz6
en el programa Mega 4.1f. Las OTUs en negro son referencias de subtipos no B, las OTUs verdes
representan las secuencias problematicas y las rojas representan las referencias del subtipo B.

Es posible observar que las OTUs Sur003 y Sur005 se alejan un poco de las
demas OTUs de pacientes mexicanos por tal motivo se decidié construir un arbol
flogenético con todas las secuencias de los pacientes mexicanos, incluyendo
cuatro referencias del subtipo B y una referencia de SIV¢pz, esta ultima referencia
se incluyo para enraizar el arbol. Esto nos ayudo a determinar la relacidén
filogenética de las OTUs Sur003 y Sur005 con las OTUs de virus mexicanos (ver
figura 7.7).Observando la topologia del arbol encontramos que existe los dos virus
(Sur003 y Sur005) se encuentran relacionados con virus mexicanos que

pertenecen al subtipo B, esto nos indica que pertenecen a este subtipo.
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Figura.7.7 Arbol filogenético a partir del gen

env de VIH mexicano. Relacién evolutiva de 106
taxas. La historia evolutiva se obtuvo usando el método Neighbor-Joining. El porcentaje de réplica

de este arbol se midid por bootstrap (1000 repeticiones). Las distancias evolutivas fueron
computadas por medio del modelo Maximum Composite Likelihood. Todas las inserciones o
deleciones que se encontraban en el alineamiento fueron eliminadas exclusivamente al comparar
con las demas secuencias del alineamiento (opcién: pairwise deletion). El andlisis filogenético se
realizo en el programa Mega 4.13. Las OTUs rojas representan referencias del subtipo B, las
OTUs azul grisaceas representan recombinantes B, las OTUs negras son referencias No B, las
OTUs negras son secuencias de virus mexicanos ,las OTUs en verde son referencias del subtipo



B, las OTUs rojas son las secuencias Sur003 y Sur005 , en azul se encuentra la referencia de CPZ,
Todas las referencias se obtuvieron de la Base de Datos de Los Alamos [43]

Al conjuntar los resultados obtenidos por los programas RIP, REGA; y el analisis
filogenético realizado con las secuencias no subtipificadas por estos programas,
observamos que el 100% de las secuencias pertenecen al subtipo B.

Con el objeto de determinar si la variabilidad del gen viral analizado pudiera
influenciar las conclusiones obtenidas a partir del analisis filogenético de VIH
circulante mexicano, se realizd6 una comparacion entre los arboles filogenéticos
construidos con secuencias de los genes env y pol de los virus de individuos
participantes en el presente estudio. Para realizar esta comparacién se construyé
un arbol con secuencias el gen pol 'y un arbol con secuencias del gen env de los
mismos virus, utilizando el método Neighbor Joining, calculando las distancias
evolutivas mediante el modelo de Kimura 2 parametros. La resolucién de ambos
arboles se probd mediante el método de bootstrap con 1000 repeticiones. Cada
OTU se colore6 de acuerdo a su regidon de procedencia con el objetivo de
identificar posibles agrupamientos por zona geografica.

Al observar el arbol que se construy6 a partir de secuencias del gen pol es posible
notar que las OTUs se distribuyen de forma homogénea (ver figura 7.8), es decir
no es posible observar agrupamientos entre OTUs de la misma region, esto lo
podemos atribuir a que las secuencias del gen pol son muy homogéneas entre los
virus circulantes en el pais.

Si observamos el arbol que se construy6 a partir de secuencias del gen env de
virus provenientes de pacientes mexicanos infectados por VIH, en general
encontramos que las OTUs se distribuyen de forma homogénea, a pesar de ello
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Figura.7.8 Comparacion entre arboles filogenéticos obtenidos a partir de los genes envy pol
de VIH de los individuos incluidos en la cohorte de estudio. Se muestra la relacién filogenética
de 120 taxas . La historia evolutiva se obtuvo usando el método Neighbor-Joining. El arbol que se
muestra es el arbol consenso después de 1000 repeticiones de bootstrap. La suma de las
longitudes de las ramas del arbol de pol fue de 3.56976778, en el caso del arbol de env la suma de
las longitudes de las ramas fue de 13.27077729. Las distancias evolutivas fueron computadas por
medio del modelo Kimura-2 parametros. Todas las inserciones o deleciones que se encontraban
en el alineamiento fueron eliminadas exclusivamente después de comparar con las demas
secuencias del alineamiento (opcidn: pairwise deletion). El andlisis filogenético se realiz6 en el
programa Mega 4.1B. Se incluy6 al menos una secuencias de referencia de cada subtipo del grupo
My secuencias de referencia de los grupos O y N. Todas las secuencias de referencia se
obtuvieron de la base de datos de los Alamos [42]. Las referencias del subtipo B se muestran en
color vino, las referencias de subtipos NO B se muestran en negro. Las OTUs provenientes del
Norte se muestran de color rosa, las OTUs provenientes del Centro en verde agua y las OTUs
provenientes del Sur en verde.En el arbol de env se senala la referencia del subtipo K con una
linea punteada.

A pesar de que sea posible observar algunos agrupamientos entre algunas OTUs
pertenecientes a la misma region geografica en el arbol de env, no podemos
asegurar que estos sean reales ya que los valores de bootstrap son menores a
70% (ver figura 7.9).
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Figura 7.9 Se probdé el método filogenético por bootstrap 1000 repeticiones. Relacién
filogenética de 120 taxas del gen env de VIH de individuos mexicanos. La historia evolutiva se
obtuvo usando el método Neighbor-Joining. El arbol que se muestra es el consenso después de
1000 repeticiones de bootstrap ya que la suma de las longitudes de las ramas del arbol de env
suma fue de 13.27077729. Las distancias evolutivas fueron computadas por medio del modelo
Kimura-2 parametros. Todas las inserciones o deleciones que se encontraban en el alineamiento
fueron eliminadas exclusivamente después de comparar con las demas secuencias del
alineamiento (opcién: pairwise deletion). El analisis filogenético se realiz6 en el programa Mega
4.1B. Los valores de bootstrap se muestran al lado de las ramas, a la derecha se muestra un
acercamiento a los valores de bootstrap de una de las ramas. En casi todos los casos el valor de

bootstrap fue menor al 70%.



Si realizamos un acercamiento a la cabeza del arbol de env que se construy6 con
el método Neighbor Joining y el modelo Kimura 2 parametros ,se observd un
artefacto del modelo, ya que entre las OTUs que representan a los diferentes virus
de pacientes mexicanos infectados por VIH se intercal6 una referencia del subtipo
K (ver figura 7.10). Esto ultimo representa un error en la topologia del arbol, ya
que ningun virus analizado guarda una relacion filogenética cercana con el subtipo
Ky el virus que mantenia una relaciéon cercana en el arbol filogenético que se
construyd con el método Neighbor Joining y el modelo Kimura 2 parametros, es
decir el virus Sur008 pertenecia al subtipo B de acuerdo al analisis de
subtipificacién de REGA.
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Figura 7.10 Acercamiento a la cabeza del arbol de env que se construyo con el método
Neighbor Joining y el modelo Kimura 2 parametros Entre las OTUs que representa a virus de
pacientes mexicanos infectados por VIH se observa una referencia del subtipo K, lo cual muestra
un error del modelo, ya que el 100% de las secuencias pertenecen al subtipo B y ningun virus
analizado presenta relacién con el subtipo K. Con una flecha se sefiala la OTU que presenta mayor
relacion con la referencia K.



Estudios previos involucrando andlisis filogenéticos de VIH en diferentes
poblaciones y con diferentes objetivos han utilizado consistentemente métodos de
Neighbor-Joining para inferir las filogenias y frecuentemente se ha preferido el
modelo de Kimura 2 parametros para estimar las distancias evolutivas
[46,47,48,49,50]. Sin embargo, la simplicidad del modelo de Kimura podria hacer
que se perdiera parte de la informacion evolutiva de las secuencias analizadas.
Para determinar cudl era el mejor modelo de nucledtidos para representar la
informacién del grupo de secuencias del gen env de VIH incluidas en el presente
estudio se construyeron diferentes arboles con el método Neighbor-Joining
utilizando los diferentes modelos de nucleétidos incluidos en el programa MEGA
4.1B para estimar las distancias evolutivas (ver figura 7.11). Los arboles se
construyeron a partir de las secuencias del gen env de los virus de pacientes
infectados por VIH-1 que participaron en el estudio. Se incluyeron en el
alineamiento al menos una secuencias referencia de cada subtipo del grupo My
secuencias referencia del grupo O y N. Todas las secuencias referencia se
obtuvieron de la base de datos de los Alamos [42)].
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Comparacion De los diferentes modelos de nucleétidos
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Figura7.11 Comparacion de los diferentes modelos de nucleétidos en la construcciéon de
arboles filogenéticos a partir de secuencias del gen env, Relacién filogenética de 120 taxas. La
historia evolutiva se obtuvo usando el método Neighbor-Joining en todos los casos. Los arboles
que se muestran son aquéllos que mostraron una distancia genética menor al realizar la suma de
todas sus ramas. En el caso del arbol de Jukes Cantor la longitud total fue de 13.14541865 , en
Kimura 2 parametros fue de 13.27077729, en el caso de Tamura 3 pardmetros fue de
13.37398744, con el modelo Tajima Nei fue de 13.55357458, con el modelo Tamura Kumar fue de
13.72937281 y finalmente con el modelo Maximum Composite Likelihood fue de 13.44171794. Se
midio el porcentaje de réplica 6 por bootstrap (1000 repeticiones), mostrandose el arbol consenso
en cada caso. Todas las inserciones o deleciones que se encontraban en el alineamiento fueron
eliminadas exclusivamente después de comparar con las demas secuencias del alineamiento
(opcién: pairwise deletion). El analisis filogenético se realizo en el programa Mega 4.18. En rojo se
muestran las secuencias de los pacientes, en negro se muestran las secuencias referencia de los
subtipos No B y en verde se muestran las referencias del subtipo B. Con una linea punteada roja
se indica la posicion de la referencia del subtipo K en los diferentes arboles, mientras que con un
asterisco se indica la posicién de la referencia de subtipo K en el arbol que se construyo con el
modelo Maximum Composite Likelihood.

El modelo que demuestro mayor apego a la realidad fue Maximum Composite
Likelihood, debido a en el arbol filogenético ninguna OTU se relaciona
cercanamente con la referencia del subtipo K (ver figura 7.11). Ninguna OTU
puede relacionarse de forma cercana al subtipo K ya que el 100% de las
secuencias pertenecen al subtipo B. Cabe aclarar que el subtipo B no guarda una
relacion cercana con el subtipo K.

Al construir los diferentes arboles variando el modelo de nucleétidos encontramos
que la topologia de los arboles variaba en cada caso, a pesar de ello encontramos
un agrupamiento entre virus de pacientes provenientes del centro que se repite en
todos los casos. En azul se muestran las OTUs provenientes de la misma region
geografica que se agruparon, en rojo se muestran las OTUs no agrupadas, en
verde se muestran las referencias del subtipo B, en negro las referencias de los
subtipos no B del grupo M; las referencias de los grupos O, N ;y una referencia de
SIV (ver figura 7.12).
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Figura.7.12Repeticion del agrupamiento de los pacientes provenientes del centro al realizar
el analisis filogenético del gen env con diversos modelos evolutivos, Relacion filogenética
de 120 taxas . Relacién filogenética de 120 taxas. La historia evolutiva se obtuvo usando el
método Neighbor-Joining en todos los casos. Los arboles que se muestran son aquéllos que
mostraron una distancia genética menor al realizar la suma de todas sus ramas. En el caso del
arbol de Jukes Cantor la longitud total fue de 13.14541865 , en Kimura 2 parametros fue de
13.27077729, en el caso de Tamura 3 parametros fue de 13.37398744, con el modelo Tajima Nei
fue de 13.55357458, con el modelo Tamura Kumar fue de 13.72937281 y finalmente con el modelo
Maximum Composite Likelihood fue de 13.44171794. Se mididé el porcentaje de réplica 6 por
bootstrap (1000 repeticiones), mostrandose el arbol consenso en cada caso. Todas las inserciones
o deleciones que se encontraban en el alineamiento fueron eliminadas exclusivamente después de
comparar con las demas secuencias del alineamiento (opcidon: pairwise deletion). El andlisis
filogenético se realizo en el programa Mega 4.1B. En azul se encuentran las OTUs agrupadas que
provienen del Centro de la Republica Mexicana ,en rojo se encuentran las OTUs no agrupadas de
los pacientes, en negro las referencias de subtipos no B del grupo las referencias de VIH-1 Ny O :
asi como la referencia de SIV..

Debido a que el modelo Maximum Composite Likelihood fue el modelo que
representd con mayor exactitud las relaciones filogenéticas entre los virus de

pacientes mexicanos provenientes de las diversas regiones de la Republica




Mexicana, se construyeron los arboles filogenéticos con los genes env (ver figura
7.13) y pol(ver figura 7.14) utilizando este modelo.

En los arboles de envy pol es posible observar que todas las OTUs de los virus
provenientes de pacientes mexicanos se agruparon en una misma rama. En el
caso del arbol de envlas OTUs de virus provenientes de pacientes mexicanos se
intercalaron con las referencias de las formas recombinantes BF y AB (ver figura
7.13). En el arbol de env es posible observar que existe una OTU(Sur036) que se
aleja de todas las demas, lo cual nos indica que existe una mayor distancia
filogenética entre esta secuencia y las demas.

En el caso del arbol de pol las OTUs provenientes de virus de pacientes
mexicanos Unicamente se intercalaron con referencias de subtipo B, las
referencias de recombinantes B en ningun caso se agruparon con las OTUs de
virus de pacientes mexicanos (ver figura 7.14).

Una de las diferencias mas notorias entre el arbol de poly env fue que en el caso
de las ramas del arbol de env, las ramas fueron mas largas. Mientras que en el
arbol de pol las ramas presentaron una menor longitud evidenciando la mayor
homogeneidad de las secuencias del gen pol en comparacion con las secuencias
del gen env (ver figura 7.13 y 7.14).
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s B & <9§; "80-,9 La historia evolutiva se obtuvo usando el método Neighbor-Joining. El arbol que
: g&’”g 7 N v se muestra es el 6ptimo, con una suma de las longitudes de las ramas de
(g%Zg = %, 20.97102723. El porcentaje de réplica de este arbol se midié por bootstrap (1000
S repeticiones). Las distancias evolutivas fueron computadas por medio del modelo
Maximum Composite Likelihood. Todas las inserciones o deleciones que se

Sy

encontraban en el alineamiento fueron eliminadas exclusivamente al comparar
con las demas secuencias del alineamiento (opcion: pairwise deletion). El andlisis

.
€3
¢ filogenético se realizo en el programa Mega 4.1B. Las OTUs rojas representan
KR referencias del subtipo B, las OTUs azul grisdceas representan recombinantes B,
® las OTUs negras son referencias No B, las OTUs rosas son secuencias
provenientes del Norte, las azul agua son secuencias provenientes del Centro y la

verdes son secuencias provenientes del Sur. En total se incluyeron 93 secuencias
de referencia obtenidas de la Base de Datos de Los Alamos [43]
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Figura.7.14 Arbol filogenético a partir del gen pol de VIH circulante en diferentes regiones de la Republica Mexicana.
Relacién evolutiva de 194 taxas. La historia evolutiva se obtuvo usando el método Neighbor-Joining. El &rbol que se muestra
es el optimo, con una suma de las longitudes de las ramas de 6.22409539. El porcentaje de réplica de este arbol se midié por
bootstrap (1000 repeticiones). Las distancias evolutivas fueron computadas por medio del modelo Maximum Composite
Likelihood. Todas las inserciones o deleciones que se encontraban en el alineamiento fueron eliminadas exclusivamente al
comparar con las demas secuencias del alineamiento (opcion: pairwise deletion). El analisis filogenético se realizo en el
programa Mega 4.1B. Las OTUs rojas representan referencias del subtipo B, las OTUs azul grisdceas representan
recombinantes B, las OTUs negras son referencias No B, las OTUs rosas son secuencias provenientes del Norte, las azul

agua son secuencias provenientes del Centro y la verdes son secuencias provenientes del Sur. En total se incluyeron 93
secuencias de referencia obtenidas de la Base de Datos de Los Alamos [43]



Como ya se habia mencionado anteriormente, en el arbol de env se observé que
algunas OTUs de recombinantes B se agruparon con OTUs de virus mexicanos.
La existencia de recombinantes B se descarté analizando con el programa RIP
[45] las secuencias de virus que mostraban menor distancia filogenética con las
referencias de recombinantes. En las figuras 7.15, 7.16 y 7.17 se muestran las
graficas de similitud de las secuencias que mostraban menor distancia filogenética
con algun recombinate B. Como es posible observar ninguna se subtipific6 como

recombinate. Todas las secuencias pertenecieron al subtipo B.
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Figura.7.15 Analisis de secuencias cercanas a referencia de recombinante
BFBR.99BREPM.2313.DQ85872. Las secuencias cercanas a la referencia
BFBR.99BREPM.2313.DQ85872 se analizaron con el programa RIP[45]a) Se muestra la rama que
contiene una referencia de recombinante y virus mexicanos (Norte07 y Sur014). Debajo de la rama
se muestran los graficos de similitud que demuestran que los virus Norte07 y Sur014 pertenecen al
subtipo B.
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Figura.7.16.Analisis de secuencia <cercana a referencia de recombinante
AB.BY.00.98BY10443.AF414006.Las secuencia cercana a la referencia
AB.BY.00.98BY10443.AF414006 se analizo con el programa RIP[45]a) Se muestra la rama que
contiene una referencia de recombinante y el virus mexicano (Sur033). Debajo de la rama se
muestra el gréafico de similitud que demuestra que el virus Sur033 pertenece al subtipo B.
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Figura.7.17 Analisis de secuencias cercanas a referencia de recombinante
BFBR.99.BREPM11948.DQ85871. Las secuencias cercanas a la referencia
BFBR.99.BREPM11948.DQ85871se analizaron con el programa RIP [45]a) Se muestra la rama
que contiene una referencia de recombinante y virus mexicanos (Centro12 y Centro 26). Debajo de

la rama se muestran los graficos de similitud que demuestran que los virus Centro 12 y Centro 26
pertenecen al subtipo B.

En el arbol de env es posible observar una agrupacién entre 7 OTUs de virus de
pacientes provenientes del Centro de la Republica Mexicana (ver figura 7.18). Los
pacientes infectados por estos virus provienen de Jalisco:43%(3) , Morelos 29%
(2), D.F. 14% (1) y del Estado de México 14% (1) (ver figura 7.19).
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Figura.7.18 Agrupacion de 8 virus provenientes del Centro de la Republica Mexicana
analizando el gen env Relacion evolutiva de 194 taxas. La historia evolutiva se obtuvo usando el
método Neighbor-Joining. a)El arbol que se muestra es el 6ptimo, con una suma de las longitudes
de las ramas de 20.97102723. El porcentaje de réplica de este arbol se midié por bootstrap (1000
repeticiones). Las distancias evolutivas fueron computadas por medio del modelo Maximum
Composite Likelihood. Todas las inserciones o deleciones que se encontraban en el alineamiento
fueron eliminadas exclusivamente al comparar con las demas secuencias del alineamiento (opcion:
pairwise deletion). El analisis filogenético se realizo en el programa Mega 4.1B3. Las OTUs rojas
representan referencias del subtipo B, las OTUs azul grisaceas representan recombinantes B, las
OTUs negras son referencias No B, las OTUs rosas son secuencias provenientes del Norte, las
azul agua son secuencias provenientes del Centro y la verdes son secuencias provenientes del
Sur. En total se incluyeron 93 secuencias de referencia obtenidas de la Base de Datos de Los
Alamos [43]Ib) A la izquierda se muestra una agrupacion de OTUs provenientes del Centro de la
Republica Mexicana al lado de cada rama se observan los valores de bootstrap, estos son
menores al 70% .
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Figura.7.19 Procedencia de pacientes agrupados del Centro del Pais . Estos provenian de:
Jalisc0:43%(3) de , Morelos 29%(2), D.F. 14%(1) y del Estado de México14% (1).

El 28.57% de los pacientes que formaron el agrupamiento en el arbol eran
mujeres, mientras que el 71.43% eran hombres. La mediana de células CD4+ fue
de 190 cel/pl, esta fue muy similar a la mediana de los pacientes no agrupados del
Centro del Norte y del Sur (ver figura 7.20)
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Figura.7.20 Comparacion de la mediana de células CD4+ de pacientes agrupados del
Centro.Se realizo dicha cmparacion por medio de diagramas de cajas y bigotes .El rectangulo caja
representa los cuaritles Q1 y Q3.La linea horizontal que divide al rectangulo representa el cuartil



Q2 el cual es la mediana. Los bigotes representan los limites inferiores y superiores. Los puntos
que se salen de los limites superiores e inferiores son datos atipicos.

Por medio de la prueba Kruskal Wallis se demostré que no existia diferencia
significativa entre los pacientes agrupados y los no agrupados de las regiones
Centro, Norte y Sur de la Republica Mexicana; ya que el valor corregido de P para
los rangos es mayora a=0.05 por tanto se acepta la hipétesis nula(Ho), la cual nos
indica que no existe diferencia significativa entre las medias de los pacientes
agrupados del centro y los no agrupados del Centro, Norte y Sur de la Republica
Mexicana (ver tabla 7.7 y tabla 7.8).

Tabla 7.7 Valores de los parametros obtenidos por la prueba Kruskal Wallis
aplicada a los valores de células CD4* de pacientes agrupados del Centro y no
agrupados del Centro, Norte y Sur de la Republica Mexicana.

Prueba Kruskal-Wallis CD4" (cel/ml)

Grupo variable: Agrupacion

Grados de libertad 3
# Grupos 4
#Rangos 1
H 3.075
Valor de P 0.3803
H corregida para los rangos 3.075
Correccion del valor de P de los rangos 0.3803

Tabla 7.8 Informacion de los rangos obtenidos por la prueba Kruskal Wallis aplicada
a los valores de células CD4* de pacientes agrupados del Centro y no agrupados
del Centro, Norte y Sur de la Republica Mexicana.

# 3 Rango Rango promedio
Agrupado C 7 273.000 39.000
No Agrupado C 31 1486.000 47.935
No Agrupado N 27 1567.000 58.037
No Agrupado S 36 1825.000 50.694




Al comparar la mediana del Logio(carga viral) de los pacientes agrupados del
centro, encontramos que era muy similar a la mediana de los pacientes no

agrupados del Centro, del Norte y del Sur de la Republica Mexicana (ver figura
7.21)
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Figura.7.21 Comparacion de la mediana de Logo(carga viral) de pacientes agrupados del
Centro.Se realizo dicha comparacion por medio de diagramas de cajas y bigotes .El rectangulo
caja representa los cuaritles Q1 y Q8.La linea horizontal que divide al rectangulo representa el
cuartil Q2 el cual es la mediana. Los bigotes representan los limites inferiores y superiores. Los
puntos que se salen de los limites superiores € inferiores son datos atipicos

Por medio de la prueba Kruskal Wallis se demostré que no existia diferencia
significativa entre los pacientes agrupados y los no agrupados de las regiones
Centro, Norte y Sur de la Republica Mexicana; ya que el valor corregido de P para
los rangos es mayora a=0.05 por tanto se acepta la hipétesis nula(Ho), la cual nos
indica que no existe diferencia significativa entre las medias de los pacientes

agrupados del centro y los no agrupados del Centro, Norte y Sur de la Republica
Mexicana(ver tablas 7.9 y 7.10).



Tabla 7.9 Valores de los parametros obtenidos por la prueba Kruskal Wallis aplicada
a los valores de log 1o (carga viral) de pacientes agrupados del Centro y no
agrupados del Centro, Norte y Sur de la Republica Mexicana.

Prueba Kruskal-Wallis Log 10(Carga viral)

Grupo variable: Agrupacion

Grados de libertad 3
# Grupos 4
#Rangos 16
H 1.391
Valor de P 0.7076
H corregida para los rangos 1.391
Valor de P corregido de los rangos 0.7075

Tabla 7.10 Informacion de los rangos obtenidos por la prueba Kruskal Wallis
aplicada a los valores de Log io(carga viral) de pacientes agrupados del Centro y no
agrupados del Centro, Norte y Sur de la Republica Mexicana.

# 3 Rango Rango promedio
Agrupado C 7 273.000 39.000
No Agrupado C 31 1486.000 47.935
No Agrupado N 27 1567.000 58.037
No Agrupado S 36 1825.000 50.694




Al inicio del proyecto se plante6 como objetivo analizar por lo menos 100
secuencias del gen env, al término de éste se lograron analizar 101. Para la
realizacion de este andlisis se tom6 una muestra de pacientes de la cohorte de
Epidemiologia Molecular del Centro de Investigacion en Enfermedades

Infecciosas.

La eleccion de los pacientes participantes se realizé aleatoriamente, Unicamente
se traté de mantener una proporcion similar entre el nUmero de pacientes del
Centro (37%), Norte (27%) y Sur (36%) de la Republica Mexicana. La edad
promedio de los pacientes fue de 34.7 afnos lo cual concuerda con el rango de
edad que se encuentra mayormente afectada por VIH, es decir personas entre 30-
40 anos [51]. Con relacién al porcentaje de hombres y mujeres participantes en el
estudio, se tiene un 67.33% de hombres y un 32.67% de mujeres. El porcentaje de
mujeres es ligeramente mayor al reportado (29%) [3], lo cual puede ser un reflejo
de la feminizacién de la epidemia en México o un simple sesgo de muestreo para

la cohorte del presente estudio.

Los pacientes participantes en el estudio en general se encontraban en una fase
avanzada de la enfermedad, ya que la mediana de células CD4" fue de 212
células /ul y la mediana de la carga viral fue de 52,846 particulas virales/ml. No se
encontr6 diferencia significativa entre el conteo de células CD4" (ver tabla7.4) y
log 1pcarga viral (ver tabla 7.2) entre los pacientes provenientes del Centro, Norte
y Sur de la Republica Mexicana lo cual nos indica que nuestra muestra es
homogénea y no existen sesgos de muestreo entre los pacientes provenientes de

las diferentes regiones analizadas.

Uno de los objetivos principales fue determinar el subtipo de VIH predominante en
el pais utilizando el gen env. Como antecedente se tenia el estudio de
Epidemiologia Molecular de VIH mas grande realizado en el pais (1500



secuencias del gen pol), el cual se realizé en el laboratorio CIENI, lugar donde se
realizé el presente trabajo. En este estudio se analizaron 101 secuencias del gen
env, las cuales se subtipificaron por 3 diferentes métodos: El primer método para
subtipificar las secuencias fue utilizando el programa REGA [44], con este
programa unicamente fue posible subtipificar el 12% de las secuencias, el
programa se ve limitado ya que cuenta con pocas secuencias referencia. Este
hecho limita la subtipificacion ya que el programa construye un alineamiento con
las secuencias referencia y la secuencia problema. El alineamiento resultante se
utiliza para inferir la relacion filogenética entre la secuencia problema y las
referencias por medio de la construccién de un arbol filogenético. El segundo
método que se utilizé para subtipificar las secuencias fue por el programa RIP [45],
con este programa fue posible subtipificar un 87% de las secuencias. La limitante
que presento fue que requiere secuencias mayores a 400 pb, por esta razén un 13
% de las secuencias no se pudieron subtipificar por este método. Las secuencias
no subtipificadas por REGA y RIP se subtipificaron construyendo un arbol
filogenético con al menos una secuencia referencia de cada subtipo del grupo My
una referencia del grupo M y O, asi como una referencia de SIV (ver figura
7.6).En este arbol fue posible observar que todas las OTUs de virus mexicanos se
agrupaban en una misma rama de la cual se desprendian las referencias del
subtipo B. A pesar de ello se observaron dos OTUs que se alejaban del resto
(Sur003y Sur005). Por tal razdén se decidid construir un arbol filogenético
Unicamente compuesto por secuencias de los virus mexicanos y una secuencia
referencia de SIV, para determinar la relacién filogenética entre los virus que se
encuentran alejados (Sur003 y Sur005) y los virus mexicanos ya subtipificados.
Esto para correlacionar unicamente los virus mexicanos entre si. Mediante este
analisis es claro que el virus Sur003 se relacion6 cercanamente con el virus
Sur001, el cual pertenece al subtipo B. El virus Sur001, a su vez se relaciond
cercanamente con el virus Norte02 el cual pertenece también al subtipo B (ver



figura 7.7).Estos analisis sugieren fuertemente que ambos virus pertenecen al

subtipo B.

Una de las razones por las cuales se encontraron alejadas estas dos secuencias
de el resto de las secuencias referencias en la figura 7.6 podria deberse a que
ninguna referencia del subtipo B es mexicana , pudiendo representar variantes
locales ligeramente divergentes. Otro factor por lo cual se muestran alejadas las
secuencias Sur003 y Sur005 podria ser que éstas secuencias representen un
cluster de diferenciacién distinto en los virus mexicanos. A pesar de esta
posibilidad las secuencias pertenecieron al subtipo B ya que el rango de variacién
intra-clado es amplio de 15-20%[16].

El 100% de las secuencias del gen env se subtipificaron como B, lo cual
concuerda con los resultados obtenidos en un estudio previo realizado en el
CIENI, en el cual se analizaron mas de 1500 secuencias del gen pol. Se cree que
la epidemia en nuestro pais estd fuertemente influenciada por la epidemia de
Estados Unidos debido a los fendmenos migratorios. Sin embargo en Estados
Unidos se ha reportado un aumento en la prevalencia de virus pertenecientes a los
subtipos no B [22]. Una de las razones por las cuales no se puedo observar este
fendmeno en los estudios realizados en México, se puede deber a que el
diagnostico se realiza de forma tardia y a que el aumento en la prevalencia de
subtipos no B sea reciente. Asi los individuos infectados por virus pertenecientes a
subtipos no B aun no habrian sido diagnosticados. Otra posibilidad es que las
redes de transmision en la poblacion mexicana sean estrechas, en este sentido,
los migrantes que adquieren la infeccion en Estados Unidos tenderian a infectarse
por otros mexicanos. Fue ademas la alta homogeneidad de los virus circulantes en
México reflejaria una baja introduccion de subtipos no B por migrantes de otras

regiones del mundo.

Se realiz6 una comparacion de los arboles filogenéticos de los genes envy pol de
los virus participantes en el estudio (ver figura 7.8). El método que se utilizo fue



Neighbor Joining y el modelo Kimura 2 pardmetros debido a que es el modelo
evolutivo mas utilizado en los anélisis filogenéticos del VIH en la literatura. En
general encontramos que tanto en el arbol de env como en el de pollas OTUs del
Centro, Norte y Sur se distribuyen homogéneamente. A pesar de ello en el arbol
de env fue posible observar ciertas agrupaciones entre algunas OTUs. En este
arbol fue posible observar un agrupamiento entre 7 virus provenientes del Centro y
algunos pequefios agrupamientos entre virus provenientes del Sur. Algo que
resultd inesperado fue que en el arbol de env se observd una agrupacién entre el
virus mexicano Sur008 con una referencia del subtipo K. Esto no corresponde con
los resultados obtenidos en la subtipificacién ya que el virus Sur008 pertenece al
subtipo B y éste no mantiene una relacion filogenética cercana con el subtipo K
(ver figura 8.1). Es sabido que el subtipo K se encuentra fuertemente relacionado
con el subtipo F [52] y no asi con el subtipo B (ver figura 8.2), por tanto esta
relacién podria reflejar un artefacto del modelo.

Sur008 [181bp Report HIV-1 Subtype B 98.0 T 4R

Figura 8.1 Reporte de subtipificacion de virus Sur008 por medio del programa REGA. En
dicho reporte se muestra lel nombre de la secuencia analizada, el tamafno de la secuencia, el
subtipo al que pertenece, el porciento de similitud con la secuencia referencia del subtipo y un
diagrama que ilustra la regién que se subtipifico.



Figura8.2 Relacion filogenética a partir de secuencias del gen env entre los diferentes
subtipos del grupo M de VIH-1.Como se puede observar el subtipo K tiene mayor relacion con el
subtipo F[52].

La razon por la cual se obtuvo la relacién entre una referencia K y el virus
mexicano perteneciente al subtipo B (Sur008) (ver figura 7.10) podria deberse a
que el modelo Kimura 2 parametros considera Unicamente la tasa de transversion
(cambio de una purina a una pirimidina y viceversa ) y la transicién (cambio de una
purina a purina), sin considerar que el VIH tiene una proporcién desequilibrada
entre purinas y pirimidinas, ya que las secuencias de VIH son ricas en adenina
(ver figura 8.3).

oot b oo b bech b e rrerpadoc

Figura8.3 Fragmento de secuencia del gen env del VIH. Las secuencias de VIH tienen una
proporcion desequilibrada entre purinas y pirimidinas ya que las secuencias son ricas en adenina.
En rojo se indican las adeninas.

Debido a que el modelo Kimura 2 parametros presenta una relacion errénea entre
la referencia de subtipo K y el virus mexicano Sur008, se decidi6 construir
diferentes éarboles variando el modelo de nuclebtidos. Esto se realizé para
determinar cual era el modelo 6ptimo para el andlisis filogenético de las

secuencias del gen env.

Al comparar la topologia de cada arbol nos dimos cuenta que variaba en cada

caso. A pesar de ello fue posible distinguir un agrupamiento entre siete pacientes



del Centro en todos los arboles (ver figura 7.12). Esto sugiere fuertemente que

este agrupamiento es real.

El primer arbol que se construyd para comparar los modelos fue el arbol en el cual
se us6 el modelo Juckes-Cantor (ver figura 7.11 a). Este modelo asume una
Unica tasa de sustitucion de nucleétidos por lo que es el mas sencillo. Este arbol
mostré una topologia similar a la observada en el arbol construido por el modelo
Kimura 2 parametros y también mostrd una relacion cercana entre el virus Sur008
y la referencia del subtipo K. Por esta razdn se consider6 que este modelo no era
el adecuado para representar las relaciones filogenéticas entre los virus
mexicanos. El segundo modelo a comparar fue el modelo Tamura 3 parametros,
este modelo es una modificacion del modelo Kimura 2 parametros que considera
la tasa de transversiones, tasa de transiciones y la proporcion GC y AT como
parametros [17]. A pesar de considerar las proporcion de GC y AT lo cual se
adapta més a la realidad de las secuencias de VIH, continuo apareciendo una
relacién cercana entre la referencia K y el virus Sur008 (ver figura 7.11 c). Al
compararse el modelo Tajima Nei y Tamura Kumar (Log det) encontramos la
misma relacion entre el virus Sur008 y la referencia del subtipo K (ver figura 7.11
d y e). El Unico modelo que no mostré esta relacion fue el modelo Maximum
Composite Likelihood (ver figura 8.4).En este modelo se obtiene la sumatoria del
Log de verosimilitud (likelihood) para todos los pares de secuencias del
alineamiento, La cual se maximiza cambiando los pardmetros comunes en el
patrén de sustitucién de los nucleétidos en cada par de secuencias. EI modelo
Maximum Composite Likelihood difiere de los modelos que calculan las distancias
flogenéticas de forma independiente, lo cual provoca grandes errores a menos
que se cuente con secuencias suficientemente grandes. El uso del modelo
Maximum Composite Likelihood reduce considerablemente estos errores ya que
estima un solo conjunto de parametros para todos los pares de secuencias para
calcular las distancias evolutivas [53]. A pesar de que este modelo result6é ser el

mas apropiado para el analisis filogenético de las secuencias de virus mexicanos,



no se usa frecuentemente en los analisis filogenéticos del VIH. Una de las razones

puede ser que es relativamente nuevo ya que fue publicado por primera vez en el

ano 2004.
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Figura 8.4 Arbol filogenético del gen env con el modelo Maximum Composite Likehood. Este
arbol es una representacion radial del arbol de la figura 7.11 inciso e. En este arbol se puede
observar que la referencia del subtipo K no tiene una relacion cercana con ningun virus mexicano.
En negro se encuentran las referencias de subtipos no B, en verde hoja se encuentran las

referencias de subtipo B , en verde claro se encuentra la referencia K ,en gris se encuentran las
OTUs de virus mexicanos y en rosa se encuentra el virus Sur008.




Ya determinado el modelo éptimo se construyeron los arboles filogenéticos de los
genes envy pol con el modelo Maximum Composite likelihood. En el arbol de pol
las OTUs de virus mexicanos se agrupan en una misma rama con las referencias
B lo cual nos indica que pertenecen a dicho subtipo (ver figura 7.14). Fue posible
observar que los virus mexicanos se distribuian de forma homogénea, es decir no
existieron agrupamientos por zona, lo cual podria deberse a que los virus
circulantes presentaron una alta homogeneidad en el gen pol. También se observd
que la longitud de las ramas es menor que en el caso del arbol de env (ver figura
7.13), esto se debe a que las secuencias del gen pol guardan menor distancia
genética (ver figura7.14).

En el caso del arbol de env, fue posible observar que las secuencias mexicanas se
agruparon con referencias del subtipo B y recombinantes B (ver figura 7.13), lo
cual nos sugiere que las secuencias estaban fuertemente relacionadas con virus
del subtipo B. Se descart6 la existencia de recombinantes B analizando con el
programa RIP [45] las secuencias de virus que se encontraban proximos a las
referencias de recombinantes (ver figura 7.15,7.16 y 7.17). Esta relacion entre
virus mexicanos y recombinantes refleja posibles artefactos del andlisis. También
fue posible observar que las ramas del arbol tenian mayor longitud que en el arbol
del pol (ver figura 7.14), lo cual se atribuye a una mayor distancia genética entre
las secuencias. En general las OTUs de los virus mexicanos se distribuyeron de
forma homogénea, a pesar de ello se encontrd una agrupacion entre siete virus de
la regién Centro. Los pacientes infectados por estos virus agrupados no presentan
una diferencia significativa en los valores de células CD4+ (ver figura 7.20) o
carga viral (ver figura 7.21), tampoco presentaron una linea de contagio evidente,
es decir no se encontré una relacién entre la procedencia geogréfica o el grupo de

riesgo de los pacientes .

Al revisar los valores de bootstrap encontramos que eran inferiores al 70% lo cual

nos indica que no se puede afirmar con certeza que el agrupamiento exista. A



pesar de esto este agrupamiento se repite al utilizar todos los modelos evolutivos
(ver figura 7.12), por esta razdén podemos sugerir que el agrupamiento es real.

En ocasiones los valores de bootstrap obtenidos en el analisis de secuencias poco
divergentes resultan bajos al incluir un numero elevado de taxas a analizar. Este
valor puede mejorar si se disminuye el numero de taxas, ya que el numero de
combinaciones aumenta exponencialmente al aumentar el nimero de taxas a
analizar. A pesar de esto, la razdn principal de que se observen valores inferiores
al 70% es el hecho de que las secuencias analizadas son altamente homogéneas
ya que al disminuir el nimero de taxas los valores de bootstrap no mostraron una

mejoria y continuaron siendo en general menores al 70%(ver figura 8.5).
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Figura 8.5 Arbol filogenético de secuencias Mexicanas utilizando unicamente un grupo
externo. Los valores de bootstrap son muy similares a los obtenidos en el arbol construido con el
método Neighbor Joining y el modelo Maximum Composite Likelihood con todas las referencias de
los subtipos del grupo M ,referencias de los grupos Oy N,asi como referencias de SIV(figura 7.13).



De acuerdo a los resultados obtenidos el subtipo predominante en la Republica
Mexicana fue el subtipo B con un 100%de los virus circulantes en diversas
regiones del pais Esta observacion esta de acuerdo con los resultados del estudio
previo realizado en el CIENI. En contraste estos resultados no concuerdan con el
creciente aumento en la prevalencia de subtipos no B en los Estados Unidos. A
pesar de ello no podriamos descartar esta tendencia en el pais ya que en México
el diagnostico de VIH se realiza de forma tardia, por tanto es posible que no se
hayan diagnosticado estos casos.

Encontramos que el modelo Kimura 2 parametros no es el modelo mas adecuado
para representar filogenias del VIH, por esta razén probamos los diferentes
modelos de nucleétidos y encontramos que el modelo que representd con mayor
exactitud las relaciones filogenéticas fue el modelo Maximum Composite

Likelihood ya que mostré menos artefactos en los arboles.

Al analizar las secuencias de pol y env con el modelo Maximum Composite
Likelihood encontramos que en los dos casos todos los virus mexicanos se
agrupan con las referencias B, lo cual corrobora los resultados de la
subtipificacién. También fue posible observar que existe una mayor distancia
genética entre las secuencias del gen env en comparacién con las secuencias del

gen pol. Esto es de esperarse ya que env es mas variable que pol.

Al analizar los arboles de env y pol encontramos que en general los virus se
distribuian de forma homogénea en los arboles filogenéticos, es decir en general
no se observaron agrupaciones por regiones geograficas. A pesar de ello fue
posible localizar una agrupacién de siete virus provenientes del Centro en el arbol

de env, la cual se repite al utilizar todos los modelos evolutivos.

Los pacientes infectados por los virus agrupados no presentaron una diferencia
significativa en sus valores de carga viral o células CD4" en comparacién con los



pacientes infectados por virus no agrupados. También se encontré6 que dichos
pacientes no presentaron ningun tipo de relacion evidente por procedencia
geogréfica.

Las secuencias de los genes env y pol son altamente homogéneas ya que los
valores de bootstrap fueron menores al 70%, esto se pudo comprobar al disminuir
el numero de taxas en los analisis filogenéticos sin observar un aumento en los

valores de bootstrap.

A pesar de haber encontrado un agrupamiento de virus del Centro de la Republica
Mexicana no es posible hablar de que existe una diferenciacion entre virus del
Centro, Norte y Sur del pais ya que : existe una alta homogeneidad entre los virus
circulantes en las diferentes regiones geogréaficas y el numero de pacientes
agrupados es pequefio y no resulta representativo. Por tanto para verificar estos
resultados se tendria que ampliar la muestra.
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