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RESUMEN

RESUMEN

Las regiones de baja complejidad (LCRs por sus siglas en inglés) son secuencias
de &cidos nucleicos o de proteinas que presentan un sesgo en su composicion. Su
presencia ha sido confirmada en los tres grandes linajes celulares: Bacteria,
Archaea y Eucarya. Sin embargo, a pesar de que en virus se han encontrado
LCRs, tanto en genomas como en proteinas, es poco lo que se sabe de estas
estructural moleculares en virus. En este trabajo se llevo a cabo la basqueda ,
localizacion y caracterizacion de LCRs en la glicoproteina 120 (gp120) del virus de
inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1), utilizando una base de 4117 genomas
completamente secuenciados obtenidos de la base de datos de VIH de Los
Alamos National Laboratory y del GenBank. La identificaciéon de LCRs en las
secuencias de las proteinas de gpl20 analizadas se llevd a cabo utilizando el
programa SEG. Se han encontrado LCRs en poco mas del 30% de las proteinas
de nuestro banco de datos, las cuales se localizan distribuidas en cuatro de las
cinco regiones hipervariables de gp120: V1, V2, V4 y V5. No se encontraron LCRs
en V3. En las LCRs localizadas en V1, V2, V4 y V5 presentan un elevado
contenido de asparagina, que probablemente se localiza en sitios de glicosilacion,
lo cual puede contribuir a la capacidad de los retrovirus de evadir el sistema
inmune del hospedero. Nuestros resultados sugieren que las LCR representan una
fuente no descrita hasta ahora de la variabilidad gendmica en los lentivirus, las
cuales pueden representar una fuente importante de variacion antigénica en las
poblaciones de VIH-1. Los resultados aqui presentados pueden ejemplificar los
procesos evolutivos que pudieron aumentar el tamafio de genomas celulares
primitivos de RNA vy la funcion de las LCRs como una fuente de materia prima
durante los procesos de adquisicion evolutiva de nuevas funciones.




Ana Maria Velasco Velasco

ABSTRACT

ABSTRACT

Low complexity regions (LCRs) are sequences of nucleic acids or proteins defined
by a compositional bias. Their occurrence has been confirmed in sequences of the
three cellular lineages (Bacteria, Archaea and Eucarya), and has also been
reported in viral genomes. We present here the results of a detailed computer
analysis of the LCRs present in the HIV-1 glycoprotein 120 (gp120) encoded by the
viral gene env. The analysis was performed using SEG progarm to analize a
sample of 4117 completely sequenced and translated HIV-1 genomes available in
public databases. We have identified LCRs in four different regions of the gp120
protein that correspond to four of the five regions that have been identified as
hypervariable (V1, V2, V4 and V5). No LCR has been identified in the
hypervariable region V3. The LCRs detected in the V1, V2, V4, and V5
hypervariable regions exhibit a high Asn content in their amino acid composition,
which very likely correspond to glycosylation sites, which may contribute to the
retroviral ability to avoid the immune system. The results presented here suggest
that LCRs represent a hitherto undescribed source of genomic variability in
lentivirus, and that these repeats may represent an important source of antigenic
variation in HIV-1 populations. The results reported here may exemplify the
evolutionary processes that may have increased the size of primitive cellular RNA
genomes and the role of LCRs as a source of raw material during the processes of
evolutionary acquisition of new functions.
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Existen diversos mecanismos que permiten explicar las variaciones en los
tamafos de los genomas tanto de procariontes como de eucariontes, entre los que
podemos mencionar la pérdida de material genético, duplicacion completa del
genoma, duplicacion completa o parcial de un gen, o por adquisicién de nuevo
material genético por transferencia horizontal (Petrov, 2001; Kunin y Ouzounis,
2003). Ademas de los procesos mencionados anteriormente, las regiones de baja
complejidad (LCRs por sus siglas en inglés), también llamadas secuencias simples
(SS) representan uno de los mecanismos capaces de generar de variaciones en
el tamafio del genoma, asi como de diversidad genética (Hancock, 2002).

La mayor parte de los estudios de LCRs que se han realizados hasta ahora
son en procariontes y eucariontes, y se han llevado a cabo muy pocas
investigaciones en virus. Debido a su genoma de tamafo pequefio y compactado,
se suele suponer que las mutaciones puntuales y los eventos de recombinacion
son los principales mecanismos que proporcionan diversidad en poblaciones
virales sin que se produzcan modificaciones considerables en el tamafio del
genoma (Keese y Gibbs, 2003).

CARACTERISTICAS DE LAS LCRs

Las LCRs o0 SS son regiones de acidos nucleicos o proteinas que presentan
un sesgo en la composicion de sus residuos. Algunas LCRs estan constituidas por
homopolimeros o por motivos repetidos, mientras que en otras los residuos se
presentan de una manera irregular (Wootton, 1994). Estas regiones exhiben una
tasa evolutiva elevada, pues tienen una frecuencia muy alta de mutacion (Huntley
y Golding, 2000).

Las LCRs se pueden generar por eventos de recombinacion, o por un error
en el apareamiento de las bases durante la replicacion del material genético. A
este fenbmeno se le denomina patinaje (slippage) durante la replicacion
(Schlotterer y Tautz, 1992) (Fig. 1). La generacion de LCRs puede darse en
regiones codificadoras y no codificadoras (Tautz et al., 1986). Cuando las SS se
presentan en regiones codificadoras, esto lleva a un aumento de la variabilidad a
nivel de proteinas (Sim y Creamer, 2002).
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Tanto en procariontes como en eucariontes se han encontrado LCRs en
una amplia gama de proteinas. Ademas de generar variabilidad, también se han
reportado casos de LCRs conservadas que generalmente estan asociadas a una
funcién. Por ejemplo, forman parte importante de proteinas asociadas a
membranas (Moxon, 1999), asi como a sitios de union a DNA como es el caso de
los dedos de zinc (Heringa, 1998). También se han reportado regiones con un alto
contenido de prolina (Pro) y glutamina (GIn) presentes en proteinas reguladoras
de la transcripcion (Gerber et al., 1994), las cuales intervienen en mecanismos de
interaccion entre proteinas (Kay et al., 2000). Ademas, se ha sugerido que la
presencia de LCRs aumenta la variabilidad de las glicoproteinas de superficie de
bacterias patdgenas, en donde estan involucradas en la produccion de diversos
patrones de glicosilacion, lo cual lleva a la produccién de proteinas con variacion
antigénica que le permiten al patdgeno eludir al sistema inmune del hospedero
(Hallet, 2001).

Apareamiento normal de bases durante la replicacién del DNA

5’ - AATCCTAGTATATA 3’

3’ - TTAGGATCATATATGTGCTTAA -5’

~ N
a) Hebra de DNA mal apareada b)
red ~
AG
T T
cC A
5’ - AATC TATA 37 5’ - AATCCTAGTATATA -3/
P e e “ e e T 1
3’ - TTAGGATCATATATGTGCTTAA -5’ 3’- TTAG ATATGTGCTTAA -5/
G T
A A
| -
la replicacion continta ganando un nuevo par AT la replicacion continda después de escindir un par AT
AG
T T
cC A
5’ - AATC TATATACACGAATT -3’ 5’ - AATCCTAGTATACACGAATT -3’
3’ - TTAGGATCATATATGTGCTTAA -5’ 3’ - TTAG ATATGTGCTTAA -5’
G T
A A
TC

Fig.1 Generacion de duplicaciones y deleciones porl apareamiento erroneo entre tres
repeticiones de AT contiguas (azul, verde, naranja) durante la replicacion. a) en caso de que el
mal apareamiento se de en la hebra que se esta sintetizando, se obtiene la insercién de un par
AT (subrayado); b) mientras que, cuando el mal apareamiento se da en la hebra molde se
presenta la delecion de un par AT. Tomado y modificado de Li y Graur, 1991.
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Por otro lado, la presencia de LCRs se ha asociado a varias patologias
neurolégicas en humanos, cada una de ellas ligada a un gen diferente. Los
ejemplos incluyen la Atrofia Muscular Espinal y Bulbar ligada al cromosoma X,
enfermedad de Huntington o Corea de Huntington, Ataxia Espinocerebelosa de
tipo 1, atrofia dentatorubro-palidoluysiana y la enfermedad Machado-Joseph,
también llamada Ataxia Espinocerebelosa de tipo 3 (Djian et al., 1996). Cada una
de estas enfermedades esta asociada a un namero elevado de repeticiones en
tandem del codon CAG que codifica para GIn. En el caso de la enfermedad de
Huntington, el gen asociado a esta es HTT, el cual en condiciones normales
codifica para 20 residuos de GIn, y cuando este numero alcanza entre 35 a 40
residuos es cuando se desarrolla esta patologia. Sin embargo, el nUmero puede
elevarse a mas de 100 en generaciones sucesivas, lo cual provoca que estas
enfermedades se manifiesten en etapas muy tempranas de la vida (Djian et al.,
1996).

LCRs EN SISTEMAS VIRALES

Desde su descubrimiento, las LCRs han sido estudiadas sobre todo en
sistemas celulares. Sin embargo, a principios de la década de los 80s se reportd
por primera vez la presencia de LCRs en el genoma del virus de Epstein-Barr
(Heller et al., 1982). Desde entonces se ha reportado la presencia de LCRs ya sea
en genomas o0 en proteinas virales, como por ejemplo en el virus nucleo-
citoplasmico grande de DNA (NCLDV) (Ogata y Claverie, 2007), alfavirus (Perera
et al., 2001), HTLV-1 y Epstein-Barr (Cristilllo et al., 2001), y varios potivirus
(Hancock et al., 1995). Se ha sugerido que el patinaje de replicacion que origina
LCRs en sistemas celulares también es el responsable de la generacion de estas
regiones en los genomas virales tanto de DNA como de RNA (Hancock et al.,
1995).

LCRs EN EL VIRUS DE INMUNODEFICIENCIA HUMANA TIPO 1 (VIH-1)

El VIH-1 es un miembro de la Familia Retroviridae con genoma complejo
de 9 a 11 Kb, constituido por 9 genes, de enorme importancia médica y de gran
interés cientifico ya que es el agente causal del Sindrome de Inmunodeficiencia
Adquirida (SIDA). Gabrielian y Bolshoy, (1999) fueron los primeros en reportar la
presencia de LCRs en un genoma de HIV-1, aunque sin indicar en que region del
genoma se encontraban. Este primer reporte fue seguido por el trabajo de Chen
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et al. (2009), quienes también identificaron SS en el genoma del VIH-1 en
repeticiones de di, tri, tetra, penta y hexanucleétidos, siendo las mas comunes las
formadas por el dinucleétido (GA),, donde n tiene valores de 4 a 13. La LCR mas
larga que se encontré en todos las cepas de VIH-1 analizadas corresponde al
hexanucleétido (AAGAGG); repetido tres veces constituyendo una secuencia de
18 nucledtidos. Por otro lado, las proteinas accesorias Tat y Rev comparte la
misma LCR: RKKRRQRRRPPQNS (Wootton, 1994) Esta region rica en arginina
(Arg) es un motivo bifuncional que participa tanto en la union a nucleoétidos, asi
como en la localizacion nuclear (Cullen, 1998; Pollard y Malim, 1998). En el sitio
http://www.bioafrica.net, también se reporta la presencia de LCRs en las
poliproteinas Pol y Env, asi como en las proteinas Vif, Vpu y Nef en el Virus VIH-1
cepa HXB2.

A pesar de su importancia como componentes de genomas y proteinas,
de su amplia distribucion y de las varias funciones con las que se les han
asociado, aun queda mucho por conocer acerca del papel que juegan las LCRs en
la estructura y funcionamiento de genomas y proteinas celulares, y ain es mucho
menos lo que se sabe acerca del comportamiento de estas regiones en genomas
y proteinas virales.

Tomando en cuenta lo anterior, este trabajo reporta los resultados del
andlisis de una base de datos de proteina de superficie gp120 del VIH-1, la cual
presenta alta variabilidad (Freed y Martin, 1995), para identificar la presencia de
LCRs en su estructura y tratar de entender que efecto tienen en esta proteina asi
como en el segmento del genoma que la codifica.
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HIGHLIGHTS

* We study the presence of low complexity regions (LCRs) in HIV-1 gp120 protein.

* LCRs were identified in the hypervarible region V1, V2, V4 and V5.

* A high number of glycosylation sites were found in LCRs.

* Qur results suggest that LCRs are an important source of antigenic variation in HIV-1 gp120 protein.
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Low complexity regions

LCRs

Low complexity regions (LCRs) are sequences of nucleic acids or proteins defined by a compositional bias.
Their occurrence has been confirmed in sequences of the three cellular lineages (Bacteria, Archaea and
Eucarya), and has also been reported in viral genomes. We present here the results of a detailed computer
analysis of the LCRs present in the HIV-1 glycoprotein 120 (gp120) encoded by the viral gene env.
The analysis was performed using a sample of 3637 Env polyprotein sequences derived from 4117 completely
sequenced and translated HIV-1 genomes available in public databases as of December 2012. We have
identified 1229 LCRs located in four different regions of the gp120 protein that correspond to four of the five
regions that have been identified as hypervariable (V1, V2, V4 and V5). The remaining 29 L(Rs are found in
the signal peptide and in the conserved regions C2, C3, C4 and C5. No LCR has been identified in the
hypervariable region V3. The LCRs detected in the V1, V2, V4, and V5 hypervariable regions exhibit a high Asn
content in their amino acid composition, which very likely correspond to glycosylation sites, which may
contribute to the retroviral ability to avoid the immune system. In sharp contrast with what is observed in
gp120 proteins lacking LCRs, the glycosylation sites present in LCRs tend to be clustered towards the center of
the region forming well-defined islands. The results presented here suggest that LCRs represent a hitherto
undescribed source of genomic variability in lentivirus, and that these repeats may represent an important
source of antigenic variation in HIV-1 populations. The results reported here may exemplify the evolutionary
processes that may have increased the size of primitive cellular RNA genomes and the role of LCRs as a source
of raw material during the processes of evolutionary acquisition of new functions.

© 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

diversity are point mutations and recombination events (Keese and
Gibbs, 1993). In cells, however, other mechanisms exist that can

It has generally been assumed that due to the compactness and
small size of viral genomes, the only mechanisms underlying viral
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! Current address: Departamento de Ingenieria Genética, Cinvestav-Irapuato,
Km. 9.6 Libramiento Norte, Carretera Irapuato-Ledn, 36821 Irapuato,
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2 Current address: Direccién General de Epidemiologia, Secretaria de Salud,
Francisco de P. Miranda #177, 01480 México D.F.,, Mexico.

0022-5193/$ - see front matter © 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.jtbi.2013.08.039

generate diversity at different levels, including genome duplication,
complete and internal gene duplication, as well as the acquisition of
genetic material by horizontal transfer (Petrov, 2001). The generation
of low complexity regions (LCRs) is recognized as a process that can
enhance sequence variability, and also as a mechanism that can lead
to variations in genome size (Hancock, 2002).

LCRs, also known as simple sequences, are regions of nucleic
acids or proteins that present a bias in the composition of their
residues. They often include repeats of one or more residues
(Wootton, 1994), and are known to exhibit a high evolutionary
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rate (Huntley and Golding, 2000). The mechanisms that have been
proposed to explain their origin are (a) unequal crossover recombi-
nation events and (b) errors during DNA replication due to slippage
(Hancock, 1995; DePristo et al, 2006), both of which lead to the
appearance of repetitive patterns in sequences (Katti et al, 2001).
LCRs have been found in nucleotide and protein sequences of
organisms of the three major cellular lineages, i.e., Bacteria, Archaea
and Eucarya (Hancock, 2002; Heringa, 1998; Andrade et al,, 2001),
where they can be present in different types of proteins with
different functions. Although viral LCRs were first reported over
thirty years ago in the Epstein-Barr virus (Heller et al, 1982), with
few exceptions the analysis and characterization of these sequences
have been studied mostly in cellular genomes. However, reports
of LCRs in viral sequences, for example in potyviruses (Hancock et al.,
1995), alphavirus (Perera et al, 2001), HTLV-1 (Cristillo et al,
2001) and HIV-1 (Gabrielian and Bolshoy, 1999; Chen et al., 2009;
Bioafricanet), support the possibility that LCRs also represent a
source of variability in viral proteins. In order to test this possibility,
we have studied in detail their presence in complete gp120 proteins
identified in 3637 Env polyprotein sequences from 4117 HIV-1
genomes available in public databases as of December 2012. This
analysis was undertaken as part of an ongoing study of completely
sequenced HIV-1 genomes in order to assess the different rates of
evolution of the viral components. While the relatively slow rate of
evolution of the HIV-1 reverse transcriptase is well understood, the
different mechanisms underlying the high rate of variability of HIV-1
surface protein deserve considerable attention.

The HIV-1 genome is an example of the streamlining processes
that shape viral genomes. In spite of its small size, the HIV-1 genome
is a complex structure that encodes structural and catalytic compo-
nents, as well as an array of regulatory sequences typical of
lentiviruses. The HIV-1 genome consists of nine genes: gag, pol, env,
vif, vpr, tat, rev, vpu and nef (Fig. 1). The env gene encodes for the
different envelope proteins. The signal peptide (SP) is located at the
amino end of the Env polyprotein, and is followed by the surface (SU)
and transmembranal (TM) protein sequences (Fig. 1). The availability
in public databases of a significant high number of completely
sequenced HIV-1 genomes has allowed us to undertake a detailed
analysis of this virus in order to study the presence and distribution
of LCRs in the gp120 protein.

Here we report the results of a detailed search analysis and
characterization of LCRs in the HIV-1 gp120 protein, using a sample
of 4117 completely sequenced genomes available in public databases
as of December 2012. Our results show that LCRs are present in 31.4%
of the HIV-1 gp120 proteins analyzed here. In some cases a single
gp120 protein may be endowed with more than one LCR. A total of
1258 LCRs were found in the 1143 of the 3637 gpl20 proteins
analyzed. Our results indicate that in our sample three LCRs are
present in the C4 domain, and one in each of the conserved domains
€2, C3, and C5; and 23 in the signal peptide. The remaining 1229 LCRs
are all located in four particular hypervariable regions of its sequence
(V1, V2, V4 and V5). As argued here, the presence and location of
LCRs in HIV-1 gp120 suggest that they play an important role in
enhancing the antigenic variation in HIV-1 populations.

2. Materials and methods

2.1. Construction of HIV-1 protein databases from completely
sequenced genomes

In the work reported here only those HIV-1 genomes with a
complete set of genes were selected from the reported databases.
A primary database was constructed with 4117 completely sequenced
genomes of HIV-1 (Supplementary Table 1) from the Los Alamos
National Laboratory and the NCBI databases (National Center for
Biotechnology Information; (www.lanl.gob}) available as of December
2012. Subsequently, a database of gp120 proteins for these HIV-1
genomes was constructed. Due to the presence of numerous end
codons along the sequence of several genes, which do not produce
proteins, complete gp120 could be obtained for 3637 of a total of 4117
viral genomes available. This represents 88.34% of the total sample.

2.2. Identification of LCR and estimate of their amino acid
composition

In order to identify LCRs in our protein databases a search was
performed using the SEG program (Wootton and Federhen, 1993),
with the following parameters: window=12; locut=19; hicut=2.1;
and —1 option for protein analysis. The window value refers to a
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Fig. 1. (a) Schematic representation of the HIV genome; (b) structure of the env gene, which encodes for the Env polyprotein and gp120 protein. The Env polyprotein is
composed by gp120 and gp41; (c) the gp120 protein sequence includes the signal peptide (SP) and the surface protein (SU) (Yamaguchi-Kabata and Gojobori, 2000).
The hypervariable (V1,V2, V3, V4 and V5) regions are shown in white boxes, and the conserved regions are marked in gray boxes (C1, C2, (3, C4 and (5). The numbers above
them indicate the length of each region (in number of amino acids). The numbers under the boxes indicate the number of sequences that exhibit LCRs. The genome and

proteins of HIV-1 HXB2 (K03455) were used as reference system.
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segment of 12 amino acids as the size of the window in which the
search for LCRs is performed. Locut is the minimal detectable
complexity value in the window analyzed, whereas hicut represents
the upper limit of complexity value that the program can detect in
the region defined by the window. These values allowed to the
identification of LCRs and the measure of complexity at amino acid
level in the sequences derived from the databases we have used. High
complexity values correspond to LCRs with more variable amino acid
composition in the window analyzed, while low complexity values
indicate less variability in the amino acid composition. The amino
acid contents of proteins and LCRs were estimated using the aacomp
program (Pearson and Lipman, 1988).

2.3. Classification of LCR and function identification

A multiple sequence alignment was constructed for the HIV-1
gp120 proteins with LCRs, using the default set from muscle 3.8.31
(Edgar, 2004). In these alignments the LCRs are marked. Proteins from
the 9719 bp HIV-1 HXB2 complete genome (K03455) were used as
reference system in order to identify the gp120 protein sequences in
the translated env genes, as well in the Env polyproteins we have
analyzed. An inventory of the LCRs was carried out based on their size
and position within protein primary structure. The gp120 protein
domains were identified on the sequence of the gp120 reference
protein, and in it we mapped the LCRs found in our study.

2.4. Tertiary structure localization

Both the tertiary structure and the amino acid sequences of HIV-1
gp120 protein were obtained from the PDB database (RCSB Protein
Data Bank PDB): 1g9n. In order to locate the LCRs in the protein
tertiary structure, the PDB amino acid sequence was aligned as
mentioned above with the sequences of the database of gp120
proteins that we have analyzed. Tertiary structures were visualized
with PyMOL v1.2r1 (The PyMOL Molecular Graphics System).

3. Results
3.1. LCRs in the HIV-1 gp120 protein

In this study we have analyzed the presence and amino acdd
composition of LCRs in HIV-1 gp120 proteins in a sample of 4117
completely sequenced genomes of HIV-1 available in the Los Alamos
National Laboratory and the NCBI databases (National Center for
Biotechnology Information; (www.lanl.gob}) as of December 2012.

Of the 3637 gp120 proteins we have analyzed, 1143 (31.4%) exhibit
LCRs. We have identified 1258 LCRs in this set of 1143 proteins. This
discrepancy is due to the cases (107) in which some gp120 proteins
exhibit more than one LCR (Supplementary Table 2).

All the 1143 gpl120 proteins with LCRs were aligned as
described in Section 2, and the location of each LCR was identified
in the alignments (Fig. 1). In order to standardize our results, the
positions of the LCRs in the HIV-1 gp120 proteins were deter-
mined using as a reference the gp120 sequence of the HIV-1 HXB2
strain (Korber et al., 1998). Completion of this mapping process led
to the identification of four different sites in the gp120 sequence
with LCRs, which are distributed along the protein (Fig. 1).
It should be noted that none of these 1143 gp120 sequences contain
simultaneously the four different LCRs (Supplementary Table 2).

A low complexity composition corresponds to an unusual
content of amino acid or nucleotide sequences, where an over-
representation of an amino acid or nucleotide is observed. This can be
estimated using the SEG program (Wootton and Federhen, 1993).
High complexity values thus correspond to LCRs with a more
variable amino acid composition, while low values indicate less

variability in the amino acid composition. For comparison, an
estimate of the LCRs in a random sample of 374 Pol polyprotein
sequences (which correspond to 10% of the retroviral genomes
analyzed here) showed that only 34 of them exhibit LCRs with a
length between 12 and 16 amino acids and with complexity values
that range from 1.83 and 2.07. These LCRs are located in the reverse
transcriptase protein. We have found no LCRs in the protease or
integrase sequences. On the other hand, the complexity values of the
1258 LCRs identified in our sample, range from 0 to 2.6 (Supple-
mentary Fig. 1). A complexity value of O corresponds, for instance, to
the GlyGlyGlyGlyGly sequence in the V5 region of the F495937
gp120 protein (Supplementary Table 3).

Although there is considerable dissimilarity in the amino acid
composition between the different LCRs reported here, in all of them
the most abundant amino acid is Asn, followed by Ser, Thr and Gly.
These abundances show variations in the different LCRs discussed
here, as shown in Table 1. In the hypervariable sequences of gp120
proteins (both with or without LCRs), Asn is also the most amino acid,
but is followed by Thr, Ser and Ile (Supplementary Table 4). There is
substantial variation in the length of the different LCRs, with sizes
ranging from 5 to 36 amino acids (Supplementary Fig. 1). The length
of the different LCRs compared to that of the gp120 protein from HIV-
1 HXB2 strain, represents a figure that ranges from 1.03% to 7.04% of
the actual size of the protein.

The gp120 protein is involved in the virion binding to CD4, the
primary membrane receptor that recognizes HIV-1 (Freed and
Martin, 1995). This 483-amino acid protein presents five conserved
regions (C1-C5), which are interspersed with five hypervariable
regions (V1-V5) (Fig. 1). The hypervariable regions exhibit small
deletions and insertions, and present a low degree of conservation
(25% or less). These hypervariable regions are all found in loop-like
structures at the surface of the protein (Modrow et al., 1987). The
HIV-1 gp120 hypervariable regions are associated with the viral
ability to evade the host immune system (Poignard et al., 2001).
No LCR has been identified in the hypervariable region V3. The
LCRs that we have identified in gp120 are all located in the
hypervariable regions V1, V2, V4 and V5 (Fig. 1). In all of them,
Asn is the most abundant amino acid, with values between 37.23%
and 42.22% (Table 1).

Table 1

Amino acid composition of LCRs present in regions V1, V2, V4, and V5 of the gp120
protein (see Fig. 1). Amino acids are ordered by their overall abundance in the
corresponding LCR. The total number (n) of amino acids in each LCR is indicated at
the lower end of the corresponding column.

aa V1 vz V4 V5
ASN(N) 3375 3923 3538 4196
THR(T) 3068 5.65 2301 2027
SER(S) 16.74 33.49 16.09 214
GLY(G) 314 2.80 571 2214
ASP(D) 133 3.65 215 893
GLU(E) 027 285 356 2.86
ILE(T) 1.96 1.00 430 027
LYS(K) 147 427 110 0.63
TYR(Y) 036 323 094 0.00
ALA(A) 3.04 024 052 0.00
VAL(V) 244 0.38 021 0.00
TRP(W) 0.09 0.00 335 0.00
LEU(L) 115 0.09 147 0.00
ARG(R) 0.59 1.09 031 018
PRO(P) L10 0.14 0.16 0.00
GLN(Q) 015 0.81 031 027
CYS(C) 0.76 019 021 0.09
PHE(F) 016 0.00 0.79 0.00
MET(M) 040 0.57 005 0.00
HIS(H) 012 019 010 0.00
UNK(X) 029 0.14 026 027
n=12885 n=2108 n=1908 n=1120
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Table 2

Inventory of the potential glycosylation sites in the gp120 LCRs discussed in this
work. The first and third columns indicate the amino acid composition of the two
possible glycosylation sites using the single letter code. The second and fourth
columns correspond to the frequency of possible glycosylation sites (X, any
amino acid).

N-X-5 Frequency N-X-T Frequency
NAS 7 NAT 138
NCS 8 NCT 83
NDS 9 NDT 133
NES 4 NET 17
NFS 1 NFT 8
NGS 15 NGT 322
NHS 1 NHT 1
NIS 20 NIT 107
NKS 2 NKT 17
NLS 1 NLT 53
NNS 336 NMT 2
NPS 65 NNT 481
NQS 1 NQT 5
NRS 2 NRT 9
NSS 548 NST 365
NTS 105 NTT 586
NVS 25 NVT 86
NWS 2 NWT 8
NYS 13 NYT 25
NXS 1 NXT 8

The observed abundance of Asn is probably due to the location
of these LCRs in hypervariable sites, where this amino acid is
known to undergo a high level of glycosylation (Go et al., 2008;
Marshall, 1974). The glycosylation process involves the addition of
an oligosaccharide to a specific Asn residue, which is known to be
part of the triplet sequence Asn-X-Thr/Ser, where X can be any
other amino acid (Marshall, 1974). A search for possible N-linked
glycosylation sites in the LCRs sequences allowed the identifica-
tion of 3620 different potential sites in the data set reported here.
As shown in Table 2, 2454 of these 3620 potential glycosylation sites
correspond to the sequence Asn-X-Thr, and 1166 to Asn-X-Ser. A
high number of glycosylation sites are present in the sequences of
LCRs, where they vary from 9.1% to 100% of the total length of the
LCRs. This provides the virus with a high variability in glycosylation
patterns. There are major differences in the distribution of the
potential glycosylation sites between the gp120 sequences lacking
LCRs, and those that have them. In the former, some glycosylation
sites are highly conserved, but in general tend to be distributed along
the hypervariable regions. In contrast, in the LCRs reported here the
glycosylation sites tend to be clustered in well-defined islands located
towards the center of the LCRs (Supplementary Fig. 2).

Overlap of glycosylation sites is observed in the hypervariable
regions of gp120 sequences with and without LCRs. There are 707
overlapping glycosylation sites in the hypervariable regions of the
gp120 sequences with LCRs, and only 805 in those without LCRs,
i.e, overlap is twice as abundant in the glycosylation sites present
in LCRs. As summarized in Supplementary Table 3, only 70 of the
1258 LCRs reported here do not exhibit this kind of signaling
sequence. The remaining 1188 LCRs exhibit one to eight potential
glycosylation sites. The different numbers of glycosylation sites
identified in the 1188 LCRs are shown in Table 2.

3.2. The localization of LCRs in protein tertiary structures

The availability of complete or partial tertiary structures of
several HIV-1 proteins in the PDB database (RCSB Protein Data
Bank PDB), has allowed the identification of the spatial location of
the LCRs in the gp120 three-dimensional structure (Fig. 2). The
gp120 protein is composed of five o-helix and 25 p-sheets (Kwong
et al., 2000). The variable regions V1 and V2 are located between

Fig. 2. Positions of LCRs in the tertiary structure of HIV-1 gp120 protein (green
color). PDB structure 1g9n was obtained from PDB (http://www.rcsb.org).
(For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is
referred to the web version of this article.)

the -2 and p-3 sheets; V3 is flanked by B-12 and B-13; V4 is
present between P-18 and B-19; and finally, V5 is located between
the p-23 and P-24 sheets (Kwong et al., 2000). The variable
regions have a loop structure, and due to their high mutation rate
they play a key role in escaping the host immune system
(Yamaguchi-Kabata and Gojobori, 2000). As noted above, 1229
LCRs identified in the gp120 proteins discussed in this study fall in
four of the well-defined hypervariable regions, i.e., the V1, V2, V4
and V5 regions. No LCRs are present in the V3 region. There are
826 LCRs in V1, 165 in V2, 136 in V4 and 102 in V5. The signal
peptides of 23 gp120 proteins are endowed with one LCR each
(Supplementary Table 3). One LCR is present in each of the
conserved regions C2, C3 and C5, and three more are located in C4.

Although the complete tertiary structure of the gp120 protein
is not yet available, we have identified the positions of LCRs in the
V4 and V5 hypervariable regions in the partial structure.
As expected, all the LCRs are located at the loops that constitute
the variable regions (Fig. 2).

4. Discussion

Although viral LCRs were first reported over thirty years ago in
the Epstein-Barr virus (Heller et al., 1982), with few exceptions
analysis and characterization of these sequences have been stu-
died mostly in cellular genomes. Currently, very little is known
about LCRs and their effect in viral evolution, despite the reports
that confirm their presence in the sequences of different RNA virus
(Hancock et al, 1995; Perera et al., 2001; Cristillo et al., 2001;
Gabrielian and Bolshoy 1999; Chen et al., 2009; Bioafrica.net). In
order to analyze this issue, we have undertaken the study of the
presence, distribution and characterization of LCRs in the HIV-1
gp120 protein. As a part of an ongoing comparative analysis of
completely sequenced HIV-1 genomes available in the Los Alamos
National Laboratory HIV and GenBank databases as of December
2012, we have analyzed gp120 sequences obtained from 4117 HIV-
1 genomes. The results presented here include several HIV-1
subtypes (Supplementary Table 1). A total of 3637 gp120
sequences were analyzed, of which 1143 of them exhibit LCRs. In
this sample we have detected a total of 1258 LCRs, which are
distributed in four different positions of the gpl20 protein
sequence. The LCRs are in located in four of the five hypervariable
regions (V1, V2, V4 and V5), which are known to play a key role in
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the ability of the virus to evade the immune system of their
human host.

A high level of glycosylation takes place in the hypervariable
regions due to the presence of approximately 24 potential sites
where this reaction can occur (Leonard et al., 1990). As summar-
ized in Table 2, the most abundant residues in all the four LCRs
reported here are Asn, Ser, Thr and Gly. This suggests the existence
of many possible glycosylation sites. Indeed, we have detected a
total of 3620 possible glycosylation sites in the LCRs reported here.
No glycosylation sites are present in the LCRs located in the
conserved regions (C2, C3, C4 and C5) or in the signal peptide.
A multivariate analyses of variance (MANOVA) was performed in
order to determine if there are significant differences between
potential glycosylation sites found in LCRs in the hypervariable
regions, and the remaining regions of the same sequences which
are endowed with a higher level of complexity (hereinafter, HCR).
A total of 5041 glycosylation sites were detected in the hypervari-
able regions V1, V2, V4 and V5 of the gp120 proteins with LCRs. Of
these, a total of 3620 are located in the LCRs and 1421 in the HCRs
of these same gp120 sequences (Supplementary Table 5). Signifi-
cant differences were found (p=0.0001) between the number of
glycosylation sites located in LCRs, and those in the HCR (Fig. 3).
As noted above, in LCRs these glycosylation sites tend to be
clustered in well-defined islands located towards the center of
the low complexity regions, which most likely increases their
chances of undergoing the glycosylation reaction. There is a total
of 707 overlapping glycosylation sites in the 1143 gp120 sequences
with LCRs, compared to 805 in 2494 gp120 proteins lacking low
complexity regions.

The possible glycosylation sites detected in the low complexity
regions can be divided in two different types of motifs, Asn-X-Thr
and Asn-X-Ser. As noted above and as summarized in Supple-
mentary Table 6, both types of glycosylation sites are present in
comparable sites both in the variable (V) and in the conserved
(C) regions of gp120 proteins with (n=1143) or without LCRs
(n=2494).
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Fig. 3. Box plot diagram indicating the results of a multivariate analyses of variance
(MANOVA) to determine the differences between potential glycosylation sites
found in LCRs in the hypervariable regions (blue), and the remaining regions of
the same sequences which are endowed with a higher level of complexity (HCR, in
green). The absence of an overlap in each pair of regions analyzed demonstrates the
difference in the number of glycosylation sites located in LCRs, and those in the
HCR. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is
referred to the web version of this article.)

Theoretically the high density of glycosylation sites present in
the sequences of LCRs should provide the virus with a high
variability in glycosylation patterns. However, the glycosylation
efficiency is not equal in the two motifs. As shown by Kasturi et al.
Kasturi et al. (1995), the Asn-X-Thr motif presents a glycosylation
efficiency of 92%, while the corresponding value for Asn-X-Ser
sequence is 52%. Glycosylation is blocked when X corresponds to
Pro (Gavel and von Heijne, 1990). In the case of Asn—-X-Ser motifs,
the efficiency of glycosylation depends on the X amino acid. If X is
Trp, Asp or Glu, an inefficient glycosylation take place (5, 19 and
24% respectively). An intermediate glycosylation level (43%) is
observed when X is Leu, but it occurs at high levels if Phe or Ser
are present (70% and 97% respectively) (Kwong et al., 2000).

Empirical data demonstrate that the most abundant glyco-
sylation sites are the Asn-X-Thr motifs (Kwong et al., 2000). As
shown in Table 2, our results indicate that in the motif Asn-X-
Thr, Pro is always absent. In the case of the Asn-X-Ser sites
identified in this work, the X corresponds to any amino acid,
except Met (Table 2). These variants have been associated with
glycosylation efficiencies that vary from 70% to 97% (Shakin-
Eshleman et al., 1996). These motifs provide the gp120 protein
with a high number of glycosylation sites, leading to sequences
with a new immunogenicity that would allow the virus to avoid
the response of the immune system (Shakin-Eshleman et al.,
1996). On the other hand, it is notable that no LCRs were
detected in V3, which is the predominant antigenic region of
gpl20 (Simmonds et al., 1990). The significance of this hyper-
variable region as a potential target for structure-based drug
design has been discussed extensively (Shakin-Eshleman et al.,
1996; Wei et al.,, 2003; Sirois et al., 2005).

On the other hand, since no LCRs have been identified in the
protease sequences of the random sample of 374 Pol polyprotein
discussed here, we cannot apply the Chou distorted key theory (Sirois
et al, 2005; Chou, 1996) to analyze the significance of our results in
the design of therapies against HIV-1. The only possibility of applica-
tion of the Chou’s theory (Sirois et al., 2005; Chou, 1996) to assist in
the design of drugs against HIV-1 infection based on the distribution
of LCRs in the gp120 protein reported here, would be the design of
unspecific antibodies exhibiting high affinity for the variable LCRs
described here. Given the observed high rates of variability (Supple-
mentary Table 3), this strategy appears to be of limited value for
our case.

The relative abundance of amino acids in LCRs reflects in part their
presence in proteins (Table 1), including those with a low biosynthetic
cost, such as Ala, Gly, Pro, Ser and Glu (Rad6-Trilla and Alba, 2012). It is
likely that abundance of Gly in the LCRs reported here reflects not only
the relatively high frequency of slippage of the codons encoding this
amino acid (Chakraborty et al., 1997), but also its enhancement of
chain flexibility, which would not affect negatively disordered coils
were the LCRs reported here are located. The overrepresentation of
Asn, Ser and Thr in Table 1 can be easily understood in terms of the
glycosylation that most eukaryotic secreted- or membrane-bound
proteins undergo (Kuriyan et al, 2013) and that plays a key role in
molecular recognition, It is possible that their presence reflects, as
noted by Marshall (Marshall, 1972), that single-base mutations can
lead from the asparagine’s AAU and AAC codons to those of serine
(AGU and AGC) and threonine (ACU and ACC).

However, the number and abundance of glycosylation sites in
V3 is lower than in the others variable region (Go et al., 2008;
Simmonds et al., 1990; Wei et al, 2003). Although V3 is one of the
largest variable regions, it is endowed with one or two glycosyla-
tion sites, while in V1, V2, V4 and V5 two to five glycosylation sites
have been reported (Go et al., 2008; Wei et al., 2003). The low
presence of glycosylation sites in V3 could be due to the fact that a
higher level of glycosylation would interfere with the function of
V3 binding to the receptor (Wei et al., 2003).
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Previous studies in Plasmodium falciparum have shown that its
genome A +T content correlates with the number and composition
of LCRs, which may facilitate the generation of antigenic diversity
(DePristo et al.,, 2006). In order to test this possibility, a Pearson
analysis was performed with our dataset. Our analysis (not shown)
shows a value of p=0.083, which indicates that no correlations
exists between the A+T content of the env genes and the number
of LCRs identified in the gp120 proteins they encode.

It is quite remarkable that a huge percentage of the LCRs
identified in the gp120 sequences reported here are located in
the hypervariable regions, and appears to play a central role as
source for variability in glycosylation patterns. Overrepresentation
of certain amino acids is a trait of the LCRs discussed here, and is
also observed in tandem and cryptic amino acid repeats (Simon
and Hancock, 2009). Glycosylation sites in LCRs are not randomly
distributed along the region, but are clustered in well-defined
islands located towards the central part of the low-complexity
regions. This is in sharp contrast with the localization of glycosyla-
tion sites in the gpl120 proteins without LCRs, where they
distribution along the hypervariable regions

Like amino acid repeats, LCRs are located in disordered regions
of proteins, which in the case of the gp120 protein discussed here,
correspond to rapidly evolving regions. Our findings can be
explained by a mechanism analogous to that observed in patho-
genic bacteria (Moxon, 1999) unicellular eukaryotes such as
Plasmodium and the Kinetoplastida (Depledge et al., 2007), were
homopolymeric tracts and tandem arrays of short repeat motifs
located in surface-associated proteins that interact with the host
play a key role in immune evasion and influence pathogenicity and
virulence (DePristo et al., 2006).

The existence of equivalent LCRs in the variable regions of the
gp120 protein, which plays a key role in host recognition and
infection, is a very strong indicator of their role in HIV-1 immune
evasion. They are also consistent with a previous report of repetitive
sequences present in HIV-1 involved in the high variability of
glycosylation in V4 (Guglietta et al, 2010). As shown in Suppl.
Fig. 1, the LCRs reported here are always found in segments of the
gp120 protein that present a high degree of insertions, which show
the significance of LCRs in producing variation in gene sizes.

LCRs have been associated with some human neuropathies such
as X-linked spinal and bulbar muscular atrophy, Huntington disease,
type 1 spinocerebellar ataxia, dentatorubral-pallidoluysian atrophy,
and the Machado-Joseph disease, which develop when the proteins
associated with these diseases exhibit more than 100 GIn residues in
a homopolymeric sequence (Djian et al, 1996). Unfortunately, as of
today there are no equivalent studies for viral LCRs. Analysis of other
protein sequences in the HIV-1 viruses in our database led to the
identification of LCRs in few sequences of the p6Gag that exhibit a
duplicated late (L) domain (Pro-Thr-Ala-Pro) Colgrove, 2005. The
presence of this duplication has been reported in several cases of
maternal-infant HIV infections, and exhibits a trend toward associa-
tion with lower maternal CD4 count [(Djian et al, 1996; Colgrove,
2005)). The available databases do not allow us to corroborate an
equivalent correlation of the presence of LCRs in both functional and
nonfunctional sites in HIV-1 gp120 proteins.

There is evidence that protein regions that have originated in
eukaryotes and viruses by replication slippage and unequal crossing-
over or other mechanisms, can be co-opted for functional roles (Perera
et al.,, 2001). The LCRs’ high number and variable composition suggest
that they are an important source of variability in genomes, and it is
tempting to conclude that the LCRs that we have detected play a role
in the HIV-1 virus evolution. It could be argued that the presence of
LCRs in only one third (314%) of the gp120 sequences included in the
sample analyzed here speaks against their possible evolutionary role,
and that since the generation of LCRs is a random process, these and
other simple sequences may be the outcome of a neutral process.

However, it is unlikely that this could explain the size, distribution and
position of the LCRs in the gp120 proteins studied here, or the number
and distribution of potential glycosylation sites located in the LCRs
themselves. It is possible that the LCRs described were originated by a
replication slippage mechanism and became fixed by a non-neutral
process in viral populations, giving rise to variations that allow the
viruses to escape from the host immune system. Purifying selection
may prevent the incorporation LCRs in the highly conserved regions of
the gp120 protein and of other viral proteins.

The LCRs reported in this work exhibit considerable variation in
composition, length and distribution. This substantial intra-strain
variation in the number, size and composition of LCRs in HIV-1
£p120 proteins demonstrates the stochastic origin of LCRs and can
be interpreted as evidence of their polyphyletic origin. As shown
by the LCRs present in a significant fraction of the gp120
sequences in our sample which are located in four of the five
hypervariable regions (V1, V2, V4 and V5) (Fig. 1), simple
sequences may produce antigenic variations as a result of the
high rate of change in these regions, that would enable the virus to
evade the host immune system without affecting its viability.

Together with previous reports of LCRs in the genomes of
potyviruses (Hancock et al., 1995), alphavirus (Perera et al,, 2001),
HTLV-1 (Cristillo et al., 2001) and HIV-1 (Gabrielian and Bolshoy,
1999; Chen et al., 2009; Bioafrica.net), the results presented here
demonstrate that in spite of the strong streamlining pressures
acting over viral genomes, the appearance and maintenance of
LCRs may play an important role as a source of genetic variation
and possibly in genome evolution. Although the actual antiquity of
the different viral groups remains an open issue, these reports
exemplify the evolutionary processes that may have increased the
size of primitive cellular RNA genomes, and provide support to the
proposal that the random generation of homopolymeric tracts and
tandem arrays of short repeat motifs may have been a source of
raw material during the processes of evolutionary acquisition
of new functions in early cellular evolution prior to the emergence
of DNA genomes (Pool et al., 1998).

5. Conclusions

In spite of the strong streamlining pressures acting over viral
genomes, the results presented here suggest that the appearance and
maintenance of LCRs plays an important role as a source of genetic
variation and possibly in genome evolution. Our results confirm the
presence and the role of LCRs in population diversity and evolution in
HIV-1. The LCRs reported here are all associated with hypervariable
regions of the gp120 protein, and appear to enhance the ability of the
HIV-1 to evade the immune system. Thus, LCRs can be a source of
antigenic variations as a result of the high rate of change in these
regions, as shown in the gp120 hypervariable regions. This mechan-
ism, which is analogous to the variations shown in surface proteins of
a number of prokaryotic pathogens (Moxon, 1999) and potyviruses
(Hancock et al, 1995), suggest that in addition to the high rate of
mutation and recombination events described for HIV-1, the random
generation of LCRs is a source of antigenic variation that has not been
considered as of today. In all cases, the LCRs located in gp120 protein
and reported here are associated with hypervariable regions, which
provide the HIV-1 virus with the capacity to avoid the host immune
system.
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capitulo

Origen y evolucion del VIH

h Iés alld de la tragedia colectiva que significa la epi-

demia de VIH/SIDA, que afecta todos los rincones
del planeta, el surgimiento de un nueve patégeno que se ha
expandido con una rapidez aterradora se puede analizar no
sélo como un problema médico y social sino también bajo
la 6ptica de la evolucion, la teoria central de las ciencias de
la vida. Ello no ha sido facil: en primer lugar, el estudio de
los virus ha estado sujeto a una serie de prejuicios antropo-
céntricos que tienden a enfatizar su caricter patégeno y que
han limitado la comprensién de su verdadera naturaleza y
distribucién biolégica. De hecho, el mismo término, “virus”,
significa veneno en latin. En segundo lugar, la simplicidad
estructural de los virus, que va unida a la posibilidad de ser
cristalizados, ha llevado a discusiones interminables sobre si
pueden ser considerados 0 no como sistemas propiamente
vivientes. Finalmente, hay que tener presente que no es sino
hasta en los tltimos diez afios cuando la conjuncién afortu-
nada de técnicas de secuenciacién cada vez menos costosas,
unidas a sistemas de computo cada vez mas rapidos y bara-
tos, han permitido la acumulacién y analisis de una enorme
cantidad de secuencias virales, sobre todo del VIH.

Se puede afirmar que el VIH es una de las enddades
biolégicas mejor estuciadas —lo que no implica, sin embargo,
que todas las preguntas sobre su origen y evolucién hayan

sido resueltas en forma satisfactoria—. E1 VIH es un retrovi-

Ana Maria Velasco
Antonio Lazcano Araujo

rus, es decir, pertenece a la llamada familia Refroviridae, que
se caracteriza por codificar una polimerasa llamada reverso
transcriptasa o transcriptasa inversa. El hecho de que un
gran namero de vertebrados sean infectados por este tipo
de virus abre de inmediato la posibilidad de buscar en ellos
el origen del VIH, que estamos seguros brincé a nuestra
especie a pardr de otros primates. Aunque hasta hace rela-
tivamente poco tempo un grupo de investigadores sostuvo
que el VIH se propagé a la poblacién humana debido a la
aplicacién de vacunas elaboradas con tejidos de rifiones
de simio que estaban contaminados, esta idea ha side pau-
latinamente abandenada. De hecho, los datos disponibles
indican que el origen de la epidemia de VIH/SIDA resultd
de muldples eventos de zoonosis en donde han jugado un
papel protagonista los llamados virus de inmunodeficien-
cia de simios (VIS) que infectan a diversos primates y que
brincaron hacia nuestra especie. Esta zoonosis debié haber
sido provocada por la cercana convivencia entre el hombre
v estos animales, incluyendo el contacto con sangre y otros
tejidos contaminados durante la caceria, el comercio y el
consumo de primates contaminados.’

La comparacién de secuencias tanto de proteinas como
de nucledtidos de un numero creciente de muestras del
VIH ha confirmado que, en realidad, existen dos grandes

tipos de virus de la inmunodeficiencia humana, conocidos
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como VIH-1y VIH-2. Como lo indica el analisis evolutivo
de las muestras de VIH-2, este virus tene un origen inde-
pendiente del VIH-1: los arboles filogenéticos lo ubican,
por una parte, lejos del VIH-1 v, por otra, cercano a los
llamados virus de la inmunodeficiencia de simios (VIS)
provenientes de los llamados monos verdes (o sooty mangabeys,
en inglés), los VISsm. El analisis evolutivo de las secuencias
también ha demostrado que existen tres grandes ramas
del VIH-1, denominadas M, N, y O, que parecen haber
surgido como resultado de tres eventos independientes de
infecciones zoonéticas con VIS (virus de inmunodeficiencia
de chimpancés, VIScpz).!? El VIH-2 se divide, a su vez,
en ocho grupos (denominados con letras de la A a la H:].)‘
Es importante subrayar, sin embargo, que las fronteras
que separan estos grupos y subgrupos estan lejos de ser
infranqueables: ademas de los grupes mencionados, tanto
en el caso del VIH-1 como del VIH-2 se han encontrado
virus recombinantes que presentan genomas en donde se
reconocen secuencias génicas caracteristicas de dos o mas
grupos. La existencia de estos virus recombinantes, unida a
la elevada variabilidad genética tanto del VIH-1 come del
VIH-2, complica de manera extraordinaria la posibilidad
de reconstruir sus historias evoludvas. Ello explica, en buena
medida, las filogenias y clasificaciones, a veces discordantes,
de las que distntos grupos han informado, y que ademds
udilizan distintas metodologias de analisis evolutivo. La
tendencia actual es la de analizar secuencias de genomas
virales completos para realizar descripciones que permitan
caracterizar en forma adecuada la gran diversidad de tpos,
subtipos y recombinantes de VIH. A pesar de estos proble-
mas, se puede afirmar sin duda alguna el origen animal de
la epidemia VIH/SIDA, que resulté del brinco evolutivo a

nuestra especie a partir de otros primates.
Caracteristicas generales

El VIH se ubica taxonémicamente en la subfamilia Lentivi-
ridae, perteneciente a la Familia Retroviridae. Los miembros
de esta familia se caracterizan por presentar un genoma
compuesto por dos hebras sencillas de ARIN*, de aproxima-
damente 11kb contenidas dentro de un virién, por lo que se
les considera pseudodiploides. Los retrovirus son caracte-

risticos de los vertebrados, y su ciclo biolégico depende de
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una polimerasa cuya capacidad para leer el genoma viral
de ARN y sintedzar una hebra doble de ADN denominada
provirus, la llevé a ser denominada reverso transcriptasa
(RT} o transcriptasa inversa. El provirus, que se integra al
genoma de la célula hospedera, esta flanqueado por secuen-
cias repetidas (o LTR, por sus iniciales en inglés) que son
generadas por reverso transcripcién.®®

Aunque los retrovirus suelen infectar células somaticas,
no todos son patégenos. El andlisis de los genomas de di-
versos animales, incluyendo los primates v a los humanos
mismos, ha mostrado cémo algunos retrovirus han infectado
las células de las ineas germinales de sus hospederos. Ello se
ha traducido en una colonizacién permanente del genoma
del hospedero, lo que ha provocado que los descendientes
del hospedero asi infectado hereden en forma vertical los
provirus. Los retrovirus que se integran al genoma de célu-
las de la linea germinal y se transmiten verticalmente son
llamados endégenos, para diferenciarlos de aquellos que se
transmiten de manera heorizontal v que son denominadoes
exdgenos.”

En términos generales, se puede afirmar que los genomas
retrovirales estan consttuidos por tres genes: gag, pol y env.
El gen gag codifica para el conjunto de proteinas que forman
la capside, pol para la maquinaria catalidca del retrovirus, y
env para las glicoproteinas de la envoltura, que estin invo-
lucradas con la unién y penetracién de la célula huésped y
estdn asociadas a los demds componentes de la membrana
del virus, que como es bien sabido dene un origen celular
v es adquirida por gemacién. Cuando el genoma retroviral
contiene linicamente a estos tres genes se considera de es-
tructura sencilla, pero cuando el retrovirus presenta, ademas
de los genes gag, pol y eny, los llamados genes accesorios,
entonces se le denomina complejo® (figura 1). Este es el caso
del VIH, que presenta los genes accesorios vif, vpr, tat, revy
nef. Ademas, el VIH-1 posee el gen vpu, mientras que vpx
es exclusivo del VIH-2.2

Como ya se menciond, el VIH presenta una elevada
variabilidad genética, la cual se debe a varios factores.” Esta
variabilidad resulta, en primer término, de las propiedades
de la polimerasa retroviral (RT), un ADN polimerasa que
no posee propiedades de exonucleasa 3°-3°, por lo que
no dene la capacidad de corregir los errores que ocurren

durante la replicacién. Ello se traduce en una elevadisima
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Filogenia de lentivirus de primates, relaciones evolutivas presentes

entre el VIH-1 y el VIH-2 con diferentes grupos de VIS
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Filogenia de lentivirus de primates donde se presentan las relaciones evolutivas presentes entre el VIH-1y el VIH-2 con diferentes grupos de VIS, lo cual sugiere el origen
independiente de estos dos grupos. De igual manera se observa de manera intercalada con varios VIS tanto a los grupes M, N, y O de VIH-1, comeo los grupos Ay B de VIH-2.
El drbol fue construido mediante el método de maxima verosimilitud utilizando para el analisis secuencias de nucledtidos de la polimerasa viral (pol), disponibles en bases
de datos publicas. Las abreviaciones para los diferentes tipos de virus y sus hospederos son las siguientes: VIScol, colobus negro y blanco; VISdrl, drill; VISgsn, mono de nariz
moteada; VISlhoest, mono 'Hoest; VISmac, macaco; VISmnd, mandril; VISmon, mono Campbell; VISrcm, meno testa roja; VISsab, mono Sabaeus; VISsun, mono cola dorada;

WISsyk, mono Sykes; VIStan, mono tantalus. Medificado de Rambaut et al, 2004

tasa de mutacién in vive, de aproximadamente 3.4x107
mutaciones por par de bases por ciclo de replicacién.'” De
hecho, se ha calculado que la tasa de sustitucién promedio
es de alrededor de 10x10” sustituciones por sitdo por afio,"
lo que implica de forma evidente que durante cada evento
de replicacién se produce un genoma de VIH genétca-
mente tnico. Es decir, en un individuo infectado existe
una multitud de poblaciones genéticamente diversas pero
relacionadas, que dan lugar a lo que se conoce como una

cuasiespecie.'* Por otra parte, cada célula infectada con VIH

alberga entre 400 000 y 2 500 000 copias de ARN viral,"*
v diariamente se producen alrededor de 10" viriones en el
hospedero infectado, los cuales presentan una vida media
en el plasma de aproximadamente 8 horas.'* El rapido re-
cambio viral, asi como la elevada tasa de mutacién, indican
que en promedio se generan 3x10° mutaciones cada dia en
la poblacién viral de un paciente.'?

Otro proceso que da lugar a la variabilidad genétca
en las poblaciones de VIH es la recombinacién. Para que

ésta tenga lugar, es necesario que dos virus divergentes
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infecten a una misma célula, de suerte que los genomas
de ambos tendran la posibilidad de formar en su progenie
particulas virales homodiploides y heterodiploides.”® La
infeccién de nove con virus heterodiploides puede resultar
en la recombinacién de las dos hebras que conforman su
genoma, debido al cambio de molde por parte de la RT
durante la sintesis de la hebra de ADN.'® La posibilidad de
llevar a cabo la recombinacién puede estar influenciada
por la procesividad de la polimerasa viral: se sabe que las
polimerasas con procesividad limitada poseen una mayor
oportunidad de brincar de una hebra de acido nucleico a
otra, lo que da lugar a progenies recombinantes.’? Se ha
calculado que en cada replicacién viral ocurren de 7 a 30

eventos de recombinacién.!”
El origen del VIH

Poco dempo después de haber descubierto la existencia de
patégenos mas pequefios que las bacterias, el propio Felix
D’Herelle lleg6 a la conclusién que los virus representaban
las formas de vida mas antiguas.'® Con ello se inicié una
tendencia, que persiste hasta nuestros dias, que interpreta
la simplicidad estructural de los virus como evidencia de
un estadio primitive. Esta idea subyace en algunas pro-
puestas contemporaneas que pretenden explicar el origen
de los retrovirus como resultado de la transicién evolutiva
de genomas primitvos basados en ARN hacia el ADN, lo
que implica la aparicién temprana de actividad de reverso
transcriptasa.'? Aunque el analisis de las estructuras crista-
lograficas indica que el llamado dominio paim de la RT es
homélogo al del ADN polimerasa I de Escherichia coli,” vy que

esta region probablemente procede de una etapa ancestral
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anterior a la aparicién de genomas celulares de ADN
la distribucién biolégica de los retrovirus no permite, por
el momento, ubicarlos en tiempos geolégicos mas antiguos
que los que marcan el origen de los vertebrados.

En realidad, la clave para acercarse al origen del VIH
es saber con qué otros virus esta relacionado. Se conocen
mas de 30 especies de primates africanos portadores de
VIS, lo que sugiere que el VIH se originé en este grupo
de animales. Mas especificamente, los chimpancés son el
tnico grupo de simios infectados por un virus relacionado

cercanamente con el VIH-1. Es importante subrayar que
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aunque a los retrovirus que infectan a todos estos animales
se les conoce como virus de inmunodeficiencia de simios
por presentar una estructura genémica similar a la del VIH,
no hay evidencias que sugieran que provocan enfermedad
alguna a sus hospederos naturales,’ con la sola excepcién de
los macacos, en donde si se han idendficado como agentes
causales de una inmunodeficiencia semejance al SIDA.*

La evidencia molecular de la cercania evolutiva del VIH
con otros retrovirus y la disponibilidad de secuencias gené-
ticas muy pronto permitié la formulacién de las primeras
filogenias. Hasta la fecha, y debido al niimero siempre cre-
ciente de nuevas secuencias que se han venido acumulando
en las bases de datos, la reconstruccién de la filogenia del
VIH sigue siendo un punto central en su estudio, no sola-
mente para conocer su origen, sino también la forma en que
evoluciona, lo cual esta indmamente ligado a la capacidad
del VIH para responder exitosamente a diferentes presiones
de seleccién tales como la respuesta inmune de las personas
infectadas y, en muchos casos, la evasion a la accion de los
antirretrovirales.

Elan

como el VIH-2 son retrovirus que brincaron a la especie

filogenético ha confirmado que tanto el VIH-1

humana a partir de otros primates, y a pesar de ello se ubican
en ramas bastante separadas de los arboles evolutivos y estan
relacionados con diferentes grupos de VIS, lo cual implica
que se originaron por procesos evolutivos independientes
(figura 2). La variacién de secuencias entre VIH-1y VIH-2
puede ser hasta de 50%, mientras que las diferencias inter-
nas que separan a sus variantes son de aproximadamente
30 por ciento.” Como ya se mencioné, las poblaciones de
VIH-1 se pueden dividir de manera natural en los grupos
M, Ny O, con una similitud de secuencias al seno de cada
grupo que varia entre el 70y el 90 por ciento. Las diferencias
genéticas mas grandes entre estos tres grupos se encuentran
en el gen env (con diferencias de hasta 30% en la secuencia
de nucleéddos), seguido por gag (con 20%) y, finalmente
pol, con apenas 15 por ciento.™

Como se puede apreciar en la figura 1, cada uno de los
tres subgrupos de VIH-1 esta relacionado cercanamente
con diferentes VIScpz de chimpancés. Aunque la cercania
filogenética que hay entre VIH-1 y VIScpz es evidente,
durante un tiempo no se pudo afirmar con certeza que el

chimpancé fuera el reservorio natural del VIH-1, ya que las
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FIGURA 2.

Ubicacion de la secuencia ZR59 en un arbol
filogenético de los diferentes subgrupos
del grupo M de HIV-1

o.10

Seaprecia que ZR59 se localiza muy cercanamente al ancestro de los subgrupos
By D. Para enraizar este drbol se utilizé una secuendia consenso que se obtuve a
partir de las secuencias consenso del gen env de cada subgrupo del grupo M de
HIV-1. Modificado de Korber et al, 2000.

tres muestras de VIScpz utlizadas para los analisis filoge-
néticos provenian de dos simios que aparentemente fueron
infectados en su habitat natural, mientras que se cree que
un tercero adquirié la infeccién durante su cautiverio.””
Sin embargo, el analisis filogenético de varias proteinas de
VIScpz detectadas por anticuerpos y obtenidas a partir de
muestras fecales de las cuatro subespecies de chimpancés,
Pan troglodytes troglodytes, P. t. schawveinfurthii, P. t. verus y P. .
vellerosus colectadas en el héabitat natural de cada una de
las subespecies permitié confirmar una vez més que los
chimpancés son el reservorio del VIH-1.2

Debido a que conocemos bien la evolucién de los chim-
pancés, se puede afirmar que adquirieron el VIS después de

la divergencia evolutva de P. t. verus y P. £. vellerosus, pero muy
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probablemente antes de la divergencia de Fan t.troplodytes, P. t.
sehwweinfurthii. Esta secuencia de eventos explicaria no sélo el
que las dos primeras subespecies (P. £. verus y P. t. vellerosus) no
estén infectadas con VIS, sino también la presencia de VIS en
FPant. troglodytes, P. t. schweinfurthii y la separacion de VIScpzPity
VIScpzPts observada en diferentes drboles evolutivos. Por otra
parte, todas las muestras de VIH-1 udlizadas en este analisis
filogenétco se agruparon con VIScpzPit, lo cual implica que
Pan t.troglodytes es el reservorio natural del VIH-1. El habitac
natural de FPan ttroglodytes abarca Gabén, la Republica de
Congo y el sur de Camertm. Esta tltima region es donde se
originé el VIScpzPtt, que esta directamente relacionado con
el VIH-1, lo cual sugiere que es alli donde éste ultimo virus
pudo haber brincado a nuestra especie.

Como puede verse enla figura 2, el VIH-2 no se agrupa
con el VIH-1, sine con ejemplares de VISsm de mones
verdes (Cercocebus torquatus atys) y de VISmac de macacos.
Las muestras de VIH-2 se encuentran distribuidas en ocho
grupos. El analisis filogenético de las secuencias de los genes
gag, pol v env de VIH-2, VISsm y VISmac disponibles en
las bases de datos demostré que las muestras de VIH-2 se
agrupan en ramas diferentes, en donde estin mezcladas con
los VISsm y VISmac.” Lo mismo ocurre con las dos mues-
tras de VISmac obtenidas de Macara arctoides v M. nemestring,
que se localizan en ramas diferentes. Ello indica que tanto
en el caso de los humanos como en de los macacos las in-
fecciones con VIH-2 y VISmac, respectivamente, resultaron
de eventos independientes de transferencias virales entre
especies a partr del contagio con VISsm de monos verdes.
Es importante hacer notar que las muestras de VISmac
analizadas fueron obtenidas de animales en cautiverio y que
no hay evidencias de la presencia de VISmac en macacos
salvajes, lo que indica que la infeccién ocurrié durante su

confinamiento.”

¢{Como brincé la infeccion de VIH a la especie
humana?

Aunque las evidencias disponibles apoyan del todo la hi-
potesis del origen zoonético del VIH, existen una serie de
hipétesis alternativas, algunas de ellas plenas de fantasia.
Algunos han sugerido que la aparicién del virus esta rela-

cionada con la investigacién con armamento biolégico o
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experimentos con nuevos patogenos.” Una de las hipotesis
que alcanzé en el pasado una cierta notoriedad, proponia
que el VIH-1 pasé a los humanos como resultado de la
aplicacién de vacunas orales contra el polio (OPV, por sus
siglas en inglés) durante el programa de vacunacién con-
tra esta enfermedad que se llevé a cabo en Africa Cenral
entre 1957 y 1960. Esta hipotesis se apoyaba en la creencia
de que la cepa de OPV pudo haber crecido en células de
rifién de chimpancé infectadas con VIScpz originarias de
Stanleyville (ahora Kisangani, en la Reptiblica Democrac-
ca del Congo). No hay nada que apoye esta idea. Por una
parte, la biisqueda de VIS en las OPV restantes ha tenido
resultados negativos. Por otra, tante los calculos de Kor-
ber,” que indican que el ancestro del grupo M del VIH-1
surglé décadas antes de que comenzaran los programas de
vacunacién, como los anélisis filogenéticos de Worobey™
de VIScpz recuperados de muestras fecales de simios re-
cogidas en la Republica Democratica del Congo, en zonas
que incluyen el habitat natural de Pan t.froglodytes, indican
que el origen de la epidemia de VIH/SIDA no provino de
vacunas contaminadas.

El origen de la epidemia de VIH/SIDA se encuentra
en otra parte. La posicién de los distintos linajes de VIH-1
y VIH-2 en el arbol evolutivo de la figura 2 muestra como
estan intercalados con diferentes grupos de VIScpz, por
una parte, y de VSsm y VISmac, respectivamente, lo que
ha sido interpretado como evidencia del origen indepen-
diente de cada uno de los subgrupos de VIH-1 y 2.* Es
una hipétesis audaz, que segiin Hahn' es resultado de una
serie de zoonosis que desembocaron en el origen tanto del
VIH-1 como del VIH-2. Las evidencias de la transmisién

zoonétca de virus de primates al humano son:

a) la similitud en los genomas virales: la estructura de los
genomas del VIH-1 y el VIH-2 esidéndca a la de los VIS
con los que se agrupan. En el caso de VIH-2 y VISsm
éstos presentan una proteina accesoria denominada Vpx
que no ha side enceontrada en ningin otro lentivirus de
primates;

b)

las relaciones filogenédcas: en todos los estudios filoge-
néticos que se han realizado siempre se han encontrade
asociados, por un lado, VIH-1 y VIScpz, y por otra parte,
VIH-2 y VISsm (figura 2);
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c) la prevalencia de VIH-1 y VIH-2 en hospederos natu-
rales: existe un gran namero de chimpancés y de monos
verdes infectados en sus hébitats naturales. La frecuencia
de infeccién en los monos verdes alcanza valores hasta del
22% en algunas manadas. En el caso de los chimpancés,
puede serde 29 a 35%;%

d) la distribucién biogeogréfica: en el caso del VIH-1 la
evidencia mas contundente la proporcioné un estudio
filogenético en el cual una cepa de VIScpz obtenida de
un chimpancé de Camerin quedé agrupada con una
muestra de VIH-1 originaria de la misma zona. Es decir,
la relacién evolutiva que guardan entre si es mds cerca-
na que la que denen con cualquier otra cepa de VIS o
de VIH. Por otra parte, las regiones que constituyen el
habirtat natural de los monos verdes y aquéllas en donde
se presenta el VIH-2 son las mismas, y abarcan regiones
de Senegal, Costa de Marfil, Sierra Leona y Liberia en
donde, por cierto, se han detectado las cepas mas diver-
gentes de VIH-2; y, finalmente,

e) las posibles rutas de transmisién: no es dificil imaginar
la forma en la que los humanos pudieron haber sido
infectados con VIS. A lo largo de la historia los pueblos
africanos han estado cercanamente relacionados con una
gran variedad de animales salvajes, entre ellos los simios.
Algunos grupos los cazan y utilizan como alimento, y
como ocurre en otras regiones del mundo, durante la
preparacién de la presa se estd en contacto con la sangre
vy la carne del animal, que a veces puede ser consumida
cruda. También se han udlizado por mucho dempo como
mascotas y se sabe que en estado silvestre son frecuentes
los ataques de simios contra humanos, lo que puede
provocar sangrado y mezcla de liquidos corporales de

ambos, que pueden entrar en contacto con las heridas.
Evolucién molecular del VIH-1

La clasificacién de secuencias y la consoruccién de filogenias
moleculares han confirmade, una y otra vez, que las poblacio-
nes de VIH-1 se pueden dividir en wes grandes grupos, M, N
v O, cuyos clados se ubican enwreverados con varios linajes
de VIScpz (figura 1). Ello indica que el VIH-1 esresultado de
tres eventos independientes de transmision de VIS a humanos

que pudieron haber ocurrido a principios del siglo X1
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El analisis de muestras tomadas en las regiones en donde
habita el P. t. troglodytes, el chimpancé idendficado como el
reservorio natural del VIH-1,*% permitieron concluir que el
grupo M se originé de un linaje de VIScpzP#t atin presente
entre poblaciones de P. ¢. troglodytes del sureste de Camertn,
en donde probablemente se ransmité de manera local. Es
probable que la infeccién haya migrado a lo largo de las
margenes del rio Sangha hasta el sur del rio Congo, y de
ahi a Kinshasa, en donde se diseminé rapidamente entre los
habitantes de los cinturones de miseria de dicha ciudad. El
grupo N, por su parte, que esta limitado geograficamente a
un nimero pequefio de pacientes en Camertin, esta relacio-
nado evolutivamente con un segundo linaje de VIScpzP#*®
del que se separd recientemente, y parece ser el resultado de
un evento de recombinacion entre un virus similar al VIH
y oo de VIS

En cambio, el origen del grupo O del VIH-1 sigue
siende un problema abierto. Un estudio reciente obtuvo
591 muestras de primates de las zonas boscesas remotas
del Camerun, de las cuales 378 pertenecian a P. t. troglo-
dytes y P. t. vellerosus, y las restantes 213 a gorilas. Como era
previsible, se encontré que los chimpances de la subespecie
troglodytes estaban infectados con VIScpzP#, mientras que
no se detectd ningun caso de infeccién en ejemplares de la
subespecie vellerosus. Sorprendentemente, también se halla-
ron muestras en dos especies de gorilas infectados con VIS,
alos que se denominé VISgor. Se obruvieron fragmentos de
los genes gag, pol, env y vif de todas las muestras infectadas.
El andlisis de las secuencias obtenidas demostré que los VIS
presentes en los gorilas forman un conjunto estrechamente
relacionado entre si, que resulté ser mucho mas cercano al
grupo O de VIH-1 que a cualquier otro VIS. Asi, se puede
suponer que un VIS presente en chimpancés se dispersé
hacia otras poblaciones de chimpancés y también a gorilas
v humanos para dar origen, a partir de las comunidades de
P. t. traglodytes del sur de Camerin, a cepas divergentes de
VIScpz que al ser transmitidas a humanos dieron origen
a los grupos M v N de VIH-1. Por otra parte, se pudieron
haber transmitide virus del tipo del grupo O en forma inde-
pendiente a gorilas y a humanos, o bien, primero a gorilas
y de éstos a los humanos. Sin embargo, ain se desconoce
la manera en que un VIS de chimpancé infectd a gorilas,

ya que estos animales son herbivoros, y los encuentros entre
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gorilas y chimpancés parecen ser relatvamente raros. Es
posible, como sugiere Van Heuverswyn,” que en la cacerfa
de gorilas, cuya carne se consume como alimento y que
son utilizados en practicas de medicina tradicional, pueda
subyacer la zoonosis del grupo O de VIH-1.

El rumbo seguido por los distintos grupes (M,N,O)
del VIH-1 después de la zoonosis ha sido completamente
diferente. El grupo M es el que se adapté con mayor éxito
a su nuevo hospedero, se dispersé por todo el mundo y dio
origen a muldples subtipos: A-D, F-H, J v K (figura 2). En
cambio, los grupos N y O muestran menor infectividad
v parecen ser endémicos de Cameran y paises vecinos
en donde representan del 1 al 5% de las infecciones con
VIH-1.” De hecho, el grupo N es extremadamente raro
v a la fecha esta conformado por los virus presentes en
seis personas infectadas con esta variante. Por su parte, el
grupo O estd presente en un porcentaje que va del 2 al 3%
de las muestras de pacientes seropositivos en Camertmn.
Los analisis filogenéticos no permiten, por el momento,
dividir al grupo O en subgrupos.” Irénicamente, podemos
reconocer al grupo O como el primero en ser descrito unos
12 afios después del descubrimiento del VIH.* La primera
infeccién provocada por este grupo de la que se tiene notcia
se confirmoé con el estudio de informes médicos y muestras
de sangre y otros tejidos obtenidos de un marinero norue-
go, su esposa y su pequefia hija. El paciente parece haber
viajado extensamente entre 1961 y 1965; visité Nigeria y
otros paises de Africa occidental, asi como Asia, Europa,
el Caribe, Canada vy el Este de Africa. El paciente enfermé
en 1966, fue seguido por su esposa en 1967 y su hija de dos
afios en 1969. Los tres murieron en 1976.%

Se cree que los nueve subtipos del grupo M se originaron
en Africa Central #! Siempre aparecen como equidistantes
en las filogenias moleculares, con una diferencia que va
del 25 al 35% en el gen env, aunque al interior de cada
subtipo se puede alcanzar hasta el 20%™ (con excepcién
de los grupos B y D, que estan mucho mas cercanos entre
s1 pero se siguen considerando subgrupes en aras de la con-

sistencia).*’ Las comparaciones de secuencias han permitido
distinguir subconjuntos en A y F, a los que se designa como
sub-subtipos Al y A2, y F1 y F2, respectivamente. Debido

a que para reconocer un subtipo como tal es indispensable

demostrar que no ha habido recombinaciones, los subtpos I
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v E, que originalmente fueron considerados junto con otros
subtipos del VIH-1 M fuercn anulados al demeostrarse que
eran producto de eventos de recombinacién.™

La asociacién de un porcentaje importante de virus
recombinantes en nuevos casos de infecciones® vuelve casi
indispensable una revisién detallada de lo que hasta ahora
se han considerado como subtipos “puros™’ para garant-
zar que no se trate de formas recombinantes. Por ejemplo,
Abecasis ¢ al.* demostraron que el subtipo G, que estd reco-
nocido como uno de los genomas parentales de CRF02_AG,
es en realidad un recombinante compuesto por A/J y un
genoma no identficado, en tanto que CRF02_AG resulté
ser uno de los genomas parentales de este “subgrupo”.
Es importante subrayar que se han detectado eventos de
recombinacién en todos los niveles filogenédcos, lo mismo
entre lentvirus de primates, que entre grupos, subtpos, e
incluso ntrasubtipos de VIH, que pueden afectar en forma
importante no sélo las reconstrucciones filogenéticas, sino
también otras inferencias sobre las caracteristicas de la

epidemia vy la rapidez con la que varia.*

Nomenclatura y clasificacién de las
variedades del VIH-1: ;un ejercicio
taxonémico?

Los primeros intentos por clasificar y estudiar desde una
perspectiva evolutiva al VIH se hicieron mediante se-
cuencias parciales de gag v pol, pero la disponibilidad de
genomas virales completamente secuenciados permitié la
rapida identificacién de subtpos y el descubrimiento de
formas recombinantes, lo que hizo necesario definir los
lineamientos de una clasificacién mas realista.*? De acuerdo
con este consenso, cualquier grupo nuevo que se pueda
descubrir en el futuro deberd lamarse B, Q, R, etc.; si un
nuevo subtipo es caracterizado, debera nombrarse con la
siguiente letra del alfabeto, en este caso N, y asi sucesiva-
mente; los sub-subtipos seguirdn siendo aquellos linajes que
no estén lo suficientemente alejados genéticamente como
para considerarlos subtipos, mientras que los virus recombi-
nantes que son cepas epidemiolégicas se denominan Formas
Recombinantes Circulantes (CREF, por sus siglas en inglés),
se numeran en forma secuencial y se designan mediante las

letras de los subtipos que los componen. Asi, por ejemplo,
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CRF02_AG indica que se trata del segundo virus recom-
binante en ser definide como tal, y presenta componentes
de los subtipes A y G. Cuando no sea posible determinar
el origen de alguna parte del genoma, ésta se representard
con una letra U, y cuando un genoma esté constituido por

s 5

mas de dos subtipos se le denominara “complejo”, y después
del nimero que le corresponde se agregaran las letras cpx,
como ocurre en el case CRF04_cpx. Para que un nuevo
subtipo, sub-subtipo o recombinante sea asignade como tal,
se debe comparar con tres genomas virales completamente
secuenciados de individuos con infecciones no relacionadas
epidemiolégicamente entre si,° o dos genomas completos v
una o varias secuencias parciales que se agrupen con éstos.
Las variantes desconocidas son designadas como U hasta
que no se definan los criterios para su clasificacién.

Las reglas establecidas para clasificar y nombrar las
variantes del VIH-1 no deben ser vistas como un mero
ejercicio de nomenclatura, sino como un instrumento va-
lioso para facilitar la comprensién de la epidemia, por una
parte y; por otra, para entender su evolucién. De hecho, la
extraordinaria diversidad de tpos, subtipos, sub-subtipos y
formas recombinantes de VIH-1 nos obliga a reflexionar
sobre el dempo necesario para alcanzar semejante compleji-
dad evoludva, es decir, desde que surgi6 el VIH-1y comenzo
a expandirse enwe los humanos. Ha habido varios intentos
por dar respuesta a esta pregunta; por ejemplo, Gojobori e
al** han calculado que el ildmo ancestro comtin del VIH-1
v VIH-2 existia hace 125 afios, mientras que los trabajos de
Smith ¢f al.#" lo ubican en el afio 1951. Para Sharp v Li* la
divergencia del ancestro de VIS, VIH-1 y VIH-2 se dio hace
150 afios, en tanto que Mulder* propone que el altimo an-
cestro comtin de VIS infecté al ancestro de monos del Viejo
Mundo hace 25 millones de afios. Estas discrepancias son
resultado no sélo de la diversidad de las muestras utilizadas,
sino también de las distintas metodologias bioinformaricas
empleadas. En este sentdo, la ausencia de una muestra
viral no contemporanea con la cual se pudieran comparar
secuencias disponibles era una limitante extraordinaria. Este
problema se resolvié cuando se analizaron 1 213 muestras
de plasma sanguineo que habian sido colectadas en Africa
entre 1959 y 1982. Una de estas muestras, recolectada en
1959 y que correspondia a un paciente masculino de lo que

ahora es Zaire resultd ser positva. Se amplificaron cuatro
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fragmentos del genoma viral de VIH-1 correspondientes al
gen eny, y el analisis filogenético de estas secuencias indicé
que el virus, al que se denominé ZR39, era muy parecido al
ancestro de los subgrupos B y D. Como se puede ver en la
figura 2, ZR39 se ubica en la base de la rama del subgrupo
D, cerca del subgrupo B. Ello indica que el dltimo ancestro
comun de los subgrupos D y B debié haber existido pocos
afios antes de 1959. Mas atin, la posicién basal de ZR59
en la rama del subtipe D lo ubica cerca del nodo central
del drbol, por lo que se puede deducir que el grupo M se
originé en algiin momento entre 1940 y 1950.%°

Se han hecho varios intentos por determinar cuando se
originé el subtipo B.?***?'%2 Recientemente se utlizé una
metodologia parecida a la que permidé la identificacién
del ZR39, para saber donde y cuando surgié la epidemia
causada por el subtipo B, para lo cual se analizaron muestras
de cinco pacientes haitianos infectados con VIH-1, que
migraron de Haiti a Estados Unidos y que son reconocidos
come parte de las primeras vicimas de SIDA. Las muestras
fueron tomadas entre 1982 y 1983, y de ellas se obtuvieron
secuencias parciales de env; que fueron comparadas con 117
secuencias de env provenientes de 19 paises. Los resultados
obtenidos muestran que las cepas mas antguas no africa-
nas del subtdpo B son las de origen haitano, y presentan
la mayor diversidad genética conocida en todo el mundo.
Estos resultados se pueden explicar con la llegada a Haid
de profesionistas infectados, que habian sido repatriados
luego de rabajar en el Congo hasta el momento de su in-
dependencia. De acuerdo con este esquema, el virus pasé de

Haid a los EUA, y de allf se dispersé por todo el mundo.™
La filogenia del VIH-2

Al igual que ocurre con el VIH-1, la filogenia del VIH-2
refleja su origen zoonético, como lo muestra la dispersién
de las secuencias correspondientes en medio de diferentes
grupos de VIS en los arboles evoludvos (figura 2). El reser-
vorio natural del VIH-2 son los monos verdes (C. £ atys),
de donde provine el VISsm ancestral que evoluciond a la
forma de VIH-2.! Actualmente se reconocen ocho grupos de
VIH-2, que van de A-H, cada uno de los cuales se supone es
resultado de eventos independientes de transferencia interes-

pecifica.’ Por otra parte, los datos que indican una elevada
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seroprevalencia de VIH-2 en Canchungo, una poblacién
de Guinea-Bissau, sugieren que este es el posible niicleo de
origen de la epidemia, y que el brinco a los humanos ocurrié
en la primera mitad del siglo XX.% Los niveles de infeccién
parecen haberse mantenido estables, pero entre 1955y 1970
ocurrié un crecimiento exponencial, que coincide con la
guerra de independencia contra Portugal, durante la cual
se did un incremento notable de contagios por via sexual y
transfusiones durante este periodo bélico.”

Aunque los primeros casos de VIH-2 en Europa se
dieron en Portugal y estaban relacionados con veteranos
que sirvieron en el ejército de este pals durante la guerra
de independencia de Guinea-Bissau,” la distribucién de
VIH-2 sigue esencialmente restringida al Africa accidental,
en donde se encuentran todos les grupos conocidos. Los dos
tpos mas comunes son el A y el B, cuyo alimo ancestro
comtm pudo haber existido entre 1940 y 1945.” La mayoria
de los genomas de VIH-2 que se han caracterizado hasta
ahora pertenecen al grupo A y parecen estar distribuides
ampliamente en paises de Africa Occidental, mientras que
el grupo B parece estar restringido a Costa de Marfil y; en
Europa, a Francia y Portugal. Los grupos C y D han sido
identficados en Liberia, mienwas que hay informes de E y
F en Sierra Leona. Por tildmo, la existencia del grupo G se
determiné por el andlisis del genoma completo obtenido de
una cepa de un donador de sangre asintomdtico de Costa
de Marfil, mientras que el grupo H fue caracterizado en un

paciente masculino originario del mismo pais.*
Conclusiones y perspectivas

A pesar de la falta de respuestas a muchas de las interrogan-
tes que ha planteado el origen y la evelucion del VIH, todes
los datos disponibles indican que es el resultado de una serie
de transferencias de virus que brincaron de otros primates
a nuestra especie. Este no es un fenémeno raro: el analisis
de genomas completamente secuenciados ha demostrado
el papel que el transporte horizontal de genes o de grandes
segmentos de ADN ha jugado en la evolucion de todas las
especles, desde los procariontes hasta los humanos mismos.
Mas alla de los factores estrictamente biolégicos, es evi-
dente que la transicion de sociedades agrarias a un mundo

globalizado ha modificado los patrones de wransmisién de
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enfermedades infecciosas, debido a procesos que van desde
la produccién industrial de alimentos, la mayor movilidad
de individuos y grupos humanos, una urbanizacién desen-
frenada y el desarrollo de cinturones de pobreza hasta el
desarrollo de nuevas técnicas médicas como transfusiones
y transplantes.”® La rapidez con la que se ha expandido la
epidemia de VIH/SIDA es resultado no sélo de las caracte-
risticas biolégicas del patégeno, sino también de una com-
pleja red de factores que incluyen conductas individuales y
los rasgos de la sociedad contemporanea.

¢Cuil es el fururo evolutivo del VIH? Una de las premisas
fundamentales de los estudios evolutvos es la capacidad de
explicar el pasado pero no la de predecir el future. Comeo
han subrayado Heeney ¢f al,** la evidencia de un gran ni-
mero de genomas de retrovirus endégenos que portamos
en nuestros cromosomas indica que existen mecanismos de
defensa y coexistencia entre retrovirus y humanos. No sabe-
mos, sin embargo, si ese es el destino, a muy largo plazo, de
la infeccién de VIH. Es también cierto, como lo muestran
las filogenias moleculares, que los casos de transferencia
interespecifica de los distintos tipos de VIH muestran la

facilidad que tenen algunos sisternas virales para brincar

Abstract
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las barreras de por si tenues que separan a nuestra especie
de otros primates. Como lo ha enfatizado recientemente
Nathan Wolfe, de UCLA, la presencia de muchos otros
VIS y la evidencia de cazadores africanos recientementre
infectados con virus de otros primates como HTLV deberia
conducir a una mayor vigilancia epidemiolégica, especial-
mente en los wépicos, donde la diversidad biolégica (y, por
lo tanto, de virus) es mayor.

Existen otros riesgos mas inmediatos que se deberian aten-
der. Mas alla de las diferencias con las que algunos sectores
sociales definen la lucha contra la epidemia de VIH/SIDA,
la presencia de cepas resistentes a antrretrovirales (aim en
pacientes que no han estado sometidos a terapias) habla, en
términos evolutivos, de la respuesta de un sistema biologi-
co que ante presiones de seleccién inéditas genera nuevas
formas. Cada vez serd mas dificil enfrentar estas variantes.
La conclusion es inevitable: si deseamos frenar la diversifi-
cacién genética de la epidemia de VIH/SIDA, las medidas
preventvas, entre las que destaca en forma notable el uso
del condén y otras formas de sexo seguro, siguen siendo los
mejores aliados para una sociedad que no esta inerme del

todo ante los mecanismos evolutivos de un patageno.

The discovery of HIV (Human Immunodeficiency Virus) as a causal agent for AIDS led to a limitless number

of hypotheses about its origin and evolution, not all having the same scientific weight. Although the

phylogenetic study of viruses is limited due to a series of factors that range from the lack of a fossil record to
the polyphyletic origin of the genes that make up its genomes, the availability of a large quantity of sequences
notonly of HIV-1 and HIV-2 but also of the retroviruses that infect other primates has shown that the HIV/AIDS
epidemic had its origins in interspecies contagion that led to the adaptation of the viruses known as simian
immunadeficiency (SIV) to a new host, the human species. The available data indicate that the origin of the
HIV/AIDS epidemic was the result of multiple zoonotic events where SIV that infect a variety of primates and
jumped to our species have played a protagonist role. This zoonotics must have been caused by the close
proximity between humans and these animals, including contact with blood and other contaminated tis-
sue during hunting, selling, and consuming of contaminated primates. Actually, the key for discovering the
arigin of HIV is identifying the other viruses with which it is related. More than 30 known African primate
species are SIV carriers, which suggests that HIV originated among this group of animals. More specifically, the
chimpanzees are the only group of simians infected by a virus closely related with HIV-1. In spite of the rapid
diversification of the different HIV strains, including the appearance of recombinant genomes, it is possible
to reconstruct the structure and phylogeny of the large HIV-1 and HIV-2 groups and subgroups and, in most
cases, the routes taken throughout its geographic expansion. In spite of the lack of answers to many of the
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questions suggested by the origin and evolution of HIV, all of the available data indicate that it is the result
of a series of transfers of the virus that jumped from other primates to our species. This phenomencn is not
uncommon, the analysis of completely sequenced genomes has demonstrated the role that horizontal gene
transfer or large DNA segments has played in the evelution of all of the species, from procarionts to humans.
Today it can be said that HIV is one of the better-studied biclogical entities; that does not imply, however,
that all of the questions about its origin and evolution have been satisfactorily resolved. Nevertheless, aside
from the differences among how some social sectors define the fight against the HIV/AIDS epidemic, the
presence of strains resistant to antiretrovirals suggest, in evolutive terms, that the response of a biological
systern to unknown selection pressures generates new forms, indicating that it will be more and maore difficult
to deal with these variants and that understanding its essential characteristics in detail will be necessary if

we are to confront it successfully.
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Los virus presentan un elevado nivel de traslapamiento en sus genes, lo
cual minimiza su genoma a un grado maximo (llie y Popescu, 2006). Debido a
esto, se podria suponer que cualquier proceso con el cual el genoma viral
aumente o disminuya de tamafio tendria una fuerte presion de seleccion en contra.
Por esto, se podria suponer que los virus no presentan LCRs, las cuales son
capaces de aumentar o disminuir el tamafio del genoma (Hancock, 2002). Sin
embargo, desde el primero reporte de LCRs en virus (Heller et al., 1982), y hasta
la fecha continan dandose a conocer mas virus que presentan SS tanto en su
genoma como en sus proteinas.

El primer virus en el que se reportd la presencia de LCRs en el fue el de
Epstein-Barr (Heller et al., 1982). Posteriormente, se encontré que las proteina de
antigeno nuclear 1 (EBNA1) y 2 (EBNA2) codificadas respectivamente por los
genes ebnal y ebna2 de este virus, presentan una secuencia simple de 240
aminoacidos constituida por repeticiones de glicina-alanina (Gly-Ala) en el caso de
la primera, mientras que en la segunda tiene una region de 42 Pro (Karlin et al.,
1990). Debido al alto nimero de copias de Gly-Ala y Pro, asi como al bajo nivel del
diferencias en estas regiones, se ha sugerido que esta son de muy reciente
adquisicion. Esta sugerencia se opone a la idea de que en los virus no se puede
dar este tipo de cambio en el genoma, ya que si tomamos en cuenta que la
proteina EBNAL reportada en el Genbank (ID:YP_401677), cuenta con un tamafio
de 641 amino&cidos (1923 pb), y de este niumero corresponden a una SS 240
(720pb), entonces estariamos hablando de que un tercio de la proteina esta
conformada por una LCR. Sin embargo, al comparar estos datos con los 171823
pb que constituyen el genoma del virus Epstein-Barr que codifica para esta
proteina (GenBank ID:NC_007605), se observa que el tamafio total de la proteina
corresponde al 1.1% del genoma, mientras que el tamafio de la SS representa
apenas el 0.4%.

El tamafio de la LCR de EBNA1l contrasta enormemente con reportes
previos (Wootton, 1994; http://www.bioafrica.net; Perera et al., 2001; Cristilllo et
al., 2001; Hancock et al., 1995), asi como los resultados presentados en esta
investigacion. La LCR mas grande que hemos encontramos es de 27
aminoacidos, y la mas pequefia es de nueve. Nuestros resultados también
permiten comprender la manera en la que las SS localizadas en la proteina gp120

-31-



Ana Maria Velasco Velasco
DISCUSION Y CONCLUSIONES

del VIH-1 representan una fuente de variabilidad, confiriéndole al virus la
capacidad

de evadir al sistema inmune del hospedero gracias al elevado niumero de sitios de
glicosilacion que se presentan en las LCRs.

En base a los anterior, podemos suponer que aunque es probable que el
efecto de las LCRs sobre el tamafio de los genomas virales no es relevante, la
presencia de estas pequefias SS a nivel de proteinas si lo es, ya que representan
una nueva fuente de variabilidad localizada en regiones clave de la proteina en
donde son de gran importancia como lo demuestran nuestros resultados al
encontrar LCRs Unicamente en las regiones hipervariables de la proteina gp120.
Nuestros resultados evidencian que este tipo de secuencias contribuyen a la
diversidad genética y a la evolucién en las poblaciones virales, y en este trabajo
particularmente en el VIH-1.
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