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RESUMEN

Desde la identificacidn del virus de la inmunodeficiencia humana (HIV) co-
mo el agente etiolégico del sindrome de inmunodeficiencia adqumda (SIDA), se
han identificado 2 tipos de HIV, el HIV-1 aislado en. 1983 que ‘se encuentra distri-
buido en todo el mundo y el HIV-2 el cual se aisld por primera vez en 1986 y que
se encuentra basicamente restringido al oeste de Africa con pocos casos' confir-
mados en otras partes del mundo y cuyo origen se pudo documentar también en
el oeste de Africa.

HIV-1 y HIV-2 presentan propiedades biolégicas y organizacion gendmica
similares. Las proteinas codificadas por los genes gag y pol de HIV-1 y HIV-2
muestran un alto grado de conservacion del genoma lo cual se refleja en un alto
grado de reactividad serolégica cruzada. Las glicoproteinas de la envoltura son
menos conservadas y la seroreactividad contra las glicoproteinas de los 2 tipos de
HIV, hasta hace poco tiempo era considerada como sugest'va de una infeccion
con los 2 tipos de HIV.

’ Desde 1987, algunos paises han reportado casos de reacciones cruzadas
con las glicoproteinas de envoltura, en especial con 1a gp 110 de HIV-2, sin em-
bargo, muy pocos de estos estudios repartan reacciones cruzadas entre las glico-
proteinas transmembranales de los 2 tipos de HIV. Una excepcidn son los estu-
dios de Africa Occidental, donde la infeccién con HIV-2 tiene una de las preva-
lencias mas altas registradas, en los cuales se reporta una reactividad del 3 al
14%.

Resultados preliminares obtenidos con. sueros mexicanos positivos a HIV- -
1, a los cuales se les realizd Inmuno. Blot (lB)‘con'a_ntlgeno de:HIV-2, muestran
una reactividad del 30% con la gllcoprotelna nsmembranal de este’ virus yen
ninguno de estos casos se ha confirmado infecciér on los'2 tipos de HIV..

Los objetivos de este proyecto fueron de” T lnar la: presenc1a de reaccro-

teinas de HIV 2 se presentaba la reactlwdad Y que reglones o pltopos de: d(chas
proteinas son Ias que estan mvolucradas en dlcha reacclon : R

sueros HIV-1 negativos que se utilizaron como controles :
En el analisis de los IB realizados® encontramos que e

presentd un 1.8% de reactnvndad y ésta solo'se. observo ‘con.
reactividad observada con las diferentes’ protelnas d
coproteina transmembranal (24%) y gp110 (9%)

Al hacer la correlacién de-la.presencia‘de. reacc
de transmisién de la infeccion, observamos queen el grupo ,de transmlsmn sexual
el 81% de los sueros presenta’ reaccnon yenel grupo de ansmlslon sangumea el
39%. . : :




Se realizd ‘una titulacién a’ los sueros que presentaron reachvndad fuerte
con la gllcoprotema transmembr n la: cual se observo una mayor
reactividad con’ anhgeno
reaccionaron con.el ant

Con el ensayo'com
tipos de HIV... .

Se cormpararor | ,
bos tipos de HIV, observando qu :
fuertes mductores de’ antlcuerpo

vada.

Se sintetizé un peptldo que represema e

esta proteina por iB, encontrando que todos’ los” su
péptido y en ensayos de competencia con el péptido:
en un gran porcentaje Ia reactividad con dxcho peptldo

reacciones con HIV-2 de los sueros Mexicanos pOSI ivo
dad cruzada. Esta reactividad cruzada es mas preva
duos infectados por via sexual. Se encontré una mayo
la glicoproteina transmembranal de HIV-2 que:la’repc
otras regiones geograficas. Se demostré la partlctpacnon
proteina transmembranal en la reactividad cruzada observada

iteratira para’ -
pitopo-II’ de la’ ghco-




I
INTRODUCCION

1) Antecedentes

El Smdrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) constltuye sin duda la
primera pandefn : ‘eA la® segunda mitad del siglo XX. Detectado.en*1981; sus ori-
genes hay que: buscarlos en’el Africa Central, donde probablemente se: produ]o la
primera-infeccioi de un'ser.htimanp, quizé en la década de’ los:50. Se cree.que .
propago al Canbe y postenormente a Estados Umdos‘y Euro-

ciencia de sumld), e'lvcual podria‘ser el antecesor def virus causante del SIDA )
Nomobstantefque el STLV-HI es el retrovirus animal mas parecido al” HTLV~ -

realizados,:
entre el’ STL

En' 1985 se alslo un nuevo retrovirus humano el HTLV—IV de mdtvnduos del?fﬁ_ )

Africa Occ1dental el cual puede corresponder al eslabon perdldo entre el HTLV-III,;‘ h

* Al igual que otros:retrovirus, el matenal genetlco de los vnrus de Ia mmuno-‘ -
deficiencia himana'es RNAde Una sola cadena. Cuando el virus entra’a una célu- -
la, la enzrma V|ral transcnptasa reversa utiliza ese RNA como molde para smtetl-



zar una molécula de' DNA de doble cadena, Este penetra al nicieo de la célulay
se integra en sus cromosomas donde se eplica conjuntamente con el DNA de Ia\ ‘
célula hospedera (12) Sy :

2) Epldemlologla de Ia mfeccnon por-HIV-

Ei HIV-2 es un vrrus que ‘st mas prevalente en ‘el Oeste de Afrlca El pais
con la prevalencia mds alta es Guinea-Bissau..Se han encontrado otros casos en
Senegal, en las islas de Cabo Verde, y en algunos paises situados mas al este
como Guinea, Mali, Burkina Faso, la RepUblica Central Africana y Costa de Marfil
(7). En los paises de Africa Central, Ecuatorial y del Este en los cuales la infec-
cién con HIV-1 ha alcanzado proporciones endémicas, la infeccion con HIV-2 es
muy baja {13). Existen reportes de individuos con un perfil sugestivo de infeccion
doble con HIV-1.y HIV-2, el suero de estos pacientes reacciona fuertemente con
las proteinas de envoltura de ambos virus. Sin embargo, los resultados del anali-
sis en ensayos de competencia o con péptidos especificos de algunos sueros que
presentan doble reactividad sugieren que esta reactividad no siempre debe ser
considerada como una infeccién doble (14-17), aunque esto no significa que no
es posible la infeccién mixta, ya que existen reportes de casos en los cuales se ha
confirmado la infeccién con los 2 tipos de HIV por medio de la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR) y por aislamiento de ambos tipos de virus (18-20). Tam-
bién es posible la infeccion de céluias in vifro con ambos tipos de HiV. Debldo ala
alta frecuencia de recombinacién genética entre retrovirus relacionados,’ es’posi-
ble tedricamente que se .originen cepas recombinantes de estas infeccuones do-
bles, sin embargo, aiin no han sido demostrados estos virus recombmantes(21)

La diseminacién del HIV-2. fuera del Oeste.de Africa. parece | estar muy.limi-
tada. Se han reportado vanos casos en: Franc1a Portugal i

cuentra rodeada de ‘una membrana lipidica con- protuberancnas proteccas que en
algunos casos: pueden observarse por mlcroscop(a ST : : ‘




El nGcleo o "core” esta formado principalmente por la proteina p24 que se
encuentra rodeando a 2 moléculas de RNA de cadena sencilla que se encuentran
asociadas a la proteina p9 y al complejo enzimético de la transcriptasa reversa.
La nucleocapside se completa can la proteina p17. Esta pamcula nucleoproteica -
se rodea de'una membrana lipidica, la cual obtiene por gemacién a través de la
membrana de la célula huésped. En esta membrana se encuentran 2 ‘glicoprotei~
nas de origen viral: la glicoproteina transmembranal, embebida en la membrana y
que sirve de anclaje.para la glicoproteina externa que forma las protuberancras
caracteristicas de estos virus (33,34).

Aunque existe una gran variabilidad entre cepas, aln tratandose del mismo
virus, se ha observado que el HIV-2 muestra protuberancias mas prominentes que ~
el HIV-1, y la estabilidad de estas protuberancias se ha relacionado con la pato-
genicidad de la cepa.’ Las cepas virales que liberan mas glicoproteina externa de
su superficie (por lo tanto en microscopia se presentan con menos protuberan-
cias) parecen ser mas patogénicas 'y menos inmunogénicas que aquellas que
mantienen sus gllcoprotelnas unidas ‘a la membrana (35). : ; .

4) Biologia. “

citopatico es \}arlable dependlen
Se han reportado a:slado

las caracteristicas blologlcas de’este’ vurus que ncluyan'alslado drferentes '

pacientes con diferentes cuadros chmcos

5) Manifestaciones clinicas. e

aislado de individuos sanos_y de: paclentes con SIDA: Aunq
casos de asociacion de mfecclon con HIV 2.y;SIDA (35 39- 41).

2y el desarrollo del cuadro, clinico el ‘SIDA (42)."

A pesar.de haber: mucha s:mlhtud en: 1cuad :
casos de infeccion con HIV-1'y HIV-2, se. ha reportado un penodo de latencia cfi-
nica mas largo en mdlvnduos mfectados con HIV- 2 (43-45) Estudlos reallzados en




Francia.de donadores sangumeos mfectados con HIV-2 y: los receptores de sus
productos sanguineos, han documentado’un periodode lnfecclon con HIV-2 de 14
a 16 anos:sin sngnos de mmunodeﬁmencna (44,46).: Hay" reportes de ‘casos de.
SIDA por. HIV-2" con. sobrevnda est_able de’ por lom Os 3 anos después del dlag-;

e cas S HIV-1'y

bia (49) el
enel grupp



podrian afectar la virulencia del HIV-2, para Jo cual es necesario realizar mas es-
tudios sobre las dlferencxas blologlcas basrcas de estos doq v:rus

6) Clasnfucacnon de la mfecclon p

ﬁnééé del SIDA’

Dado ‘el espectro tan ampllo de la mamfestaclones
ademas. del répido aumento’en’ el conoci
hizo necesario establecer un’sistema; de
clinicos. En latabla 1 se p(esenta"fqn

] ) de Control de enferme-
dades (CDC) prlnclpalmente por razoi I de; vd pubhca planeaclon

entro hospitalario

cos(58); v sus equnva!enmas [
; estudlos chm-"

Walter. Reed de Washlngt

cociir

Tabla 1.- Comparaclon de los sistemas de; clasnﬁcacmn -de la‘infeccion por HiV propues- '
tos por los Centros de Conlrol de Enfermedades (CDC) y el _hospltal Walter Reed




7) Genoma viral.

El genoma de los HIV es RNA de una’ sola caden.
peso molecular. En ia flgura a1 se presentan los‘

po posmvo de alto

proteinas.d
para las:

nlievas partictlas Virales. La' ‘proteina tat
da’ dentro del LTR 5" de’
ahzados con los produc-‘

los transcntos de RNAm del HIV( 6, 73) De estudlo




tos del gen tat de ambos tlp'os de HIV se ha observado que Ja proteina tat de HIV-
1 actia igual en ‘los LTR's de los'2 tipos’ de HIv, mlentras que la proteina equiva--
lente en. Hiv- 2 no es: actlva en. el LTR ‘de HIV-1: "‘4Esta achvacnon'pruzada lncomple- .

En-cuanto al producto de vpr, hay muy poca’i
duce anticuerpos . en individuos lnfectados y parec
mento de la produccién de virus.(88,89)

Los 2 tipos: de HIV tienen un sexto ge
HIV-2, este Uitimo también ‘se encuentra en:s

llamadas repAehdvo‘s
sa, la integracién Y




iniciador es el tRNA’“ys y el sitio de unlon conslste mvarlablemente de 18 bases
complementarias a este tRNA: : )
Reglon L;der :Es Ia secuenc:a entre el PB y'el mlcro de,‘gag Usualmente tlene 2

La mfecclon empleza con la unién del virus a traves de su gllcoprotelna\
externa gp120 a‘un receptor celular, que se ha |dentlfcado como la molecula CD4.-

conservadas’ en ‘el'asa de V3 de HIV-1, HIV-2'y S|V
Una vez ‘en. el utoplasma la nucleocapstde se desl

RNA para completar Ia estructura U3 R US de los: LTR se’ lmcra a smtes;s ‘de

10



DNA por la TR que utiliza como molde el RNA gendmico \)lral a‘esto _sigue la de-
gradacion de'la hebra de RNA del hlbndo DNA-RNA’ mediante’la actlvndad RNAa-
saHdela mlsma enzima la duphcacwn Ia” cadena‘ :DNA yla’ lntegracmn del

estado de latencna enlac
transcnblendo Y tradu

la, que en condicione
células infectadas, se re
la maquinaria enzvmat'

de RNAm praducidas’
noma viral, de los:ct
reguladoras. (97-99)

cleocapsnde, p17 queda umda a
15 se corta'en p7 y p9 que se :

viral, la cua -es:liber;
a otras celula (75,

2.y HIV-1; se.e 1con raron’ antlcuerpos contra’ protemas codlflcadas por. los genes
gag y pol de:HIV-1-en'la mayorla ‘de’gente’infectada con HIV-2 ['En estos estudios
no se encontro reachvrdad cruzada con las ghcoprotemas de la envoltura (108)

11




GEN . - PROTEINA. - ... — FUNCION . .- .

se han reportado casos‘

palses de Amerlca Latma como- Brasn Honduras y Chlle

12



de reacciones cruzadas entre las glicoproteinas de envoltura en especial con
gp110 de HiIV-2, en individuos en los cuales umcamente ha Sldo conflrmada la
infeccion con HIV-1 (17,15,111-114). g s S

10) Similitud en las proteinas de HIV-1>y HiV¥2.,

e'ha observado que

- Al comparar las secuencias de aa de HIV-1.y HlV
las proteinas mas conservadas son las codlflcadas p
59% de similitud respectivamente).

las secuencias de aa de los productos protelcos de Ios genés e
guladores de HIV-1 Y HIV-2, Como puede observarse “a protelna

regiones de alta similitud las cuales eStén
servadas entre dlferentes alslados -de; HIV-

nas de envoltura de HIV y HIV 2: Y. qu el grado de‘_r‘ actlwdad entre personas )
xnfectadas con HIV-1 varla de un |nd|wduo a otro “lo "ual podna deberse a: d|fe-

13



rencias en las cepas de HIV-1 o a diferencias en la respuesta inmunoldgica indi-
vidual en estos palses en-especial en el grupo de.paises de América Latina en
los cuales Gnicamente se han probado dos casos de infeccidn doble en Brasil.

Eneste trabajo constderamos lmponante definir si las reacciones cruzadas
entre HIV-1 y HIV-2’ observadas México son debldas a que las cepas virales
que circulan en nuestro pais, sorn mas parecndas a HIV-2 o es parte de la respues-
ta inmune individual de cada regiodn;:lo cual nos ayudaria para evaluar si vacunas
disefiadas para otros palses podrlan ser (tiles 'en nuestro pais o si es necesario
desarrollar vacunas mas especmcas de acuerdo a las cepas virales que circulan
en cada region. g

14



OBJETIVOS

e Determinar la presencia de reacciones con el HIV-2 en

sueros de individuos mexicanos positivos a HIV-1.

e Estudiar Ia reactividad de estos sueros contra la pro-

teina transmembranal de HIV-2.

e Establecer los posibles epitopos involucrados en la
reactividad hacia la glicoproteina transmembranal de
HIV-2,

15



m
MATERIAL Y METODOS

1) Material Bioldgico.

SUEROS.- Se seleccioné un grupo de 654 sueros de individuos mexicanos, de los
cuales 492 son posmvos y 162 negativos a HIV-1. De los seroposmvos se obtuwe-
ron datos sobre via de transmisién, edad, sexo y estado clinico; = .7

VIRUS.- Se utilizaron las cepas MS de HIV-2 proporclonada por Ia Dra Phyllls
Kanki y la cepa llib/LAV de HlV-1 establecldas permanentemente en. celulas Molt.

- Tirar'el SN
- Colocar’ ol

en cada’ pozo
- Incubar en. una camara humeda a 37°
- Lavar.con PBS 2/ veces por 5 min.”; :
- Colocar la laminilla én una caja de’ Koplin¢on:50;
de azul de Evans al 0.04% e incubar 10’ mm ‘atel
agua destilada y dejar secar.

- El verde manzana brillante lndlca unién especmca de los ntlcuerpos mlentras
que el rojo, amarillo o verde claro indican un resultado negatlvo (161) :

16



3) Preparacién de antigeno de HIV
Expandir los cuitivos:a 6 botellas F75, ‘con un volumen de 30,ml cada una,

a una densidad de 500 000 cel/ml lncubar 72 ‘hrs a 37 C.'con 5% de CO 'y 100%

o
= e Iy ot LY
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2.- Leer cada muestra en un espectrofotometro a 595 nm.
3.- Graficar los datos de la curva patron (1-5).
4.- Interpolar los datos de la muestra problema.

5) Preparacién de nitrocelulosas para el inmunoblot.
1.- Preparacion de geles discontinuos de poliacrilamida (161).

La concentracién final de acrilamida determina el rango de pesos molecula~
res que pueden separarse adecuadamente en un gel. Para separar antigenos de
HIV se emplea una concentracion final de acrilamida de 12.5% en el gel resolutor
y de 3% en el gel concentrador, en una cdmara Miniprotean . :

Gel resolutor, Gel concenirador.
Agua desionizada 3.35ml Agua desionizada 3.05 ml

Tris HCI2MpH 8.8 ) 2.5 ml . Tris HCI 0 M.pH 6.8° 1.25 ml
SDS 10% 100 pl ; 50 pl
Acrilamida “.4.0m} 0.65m!

Desgasificar 15 min *
Persulfato de amonio 09

" 'Solucién de corrida 5X.
Tris Base

- Anadlr_en
8.8) diluido
- Dejar pohmenzar .
- Tirar la solucnon amortlguadora y enjuagar con agua dd

agu bndestllada (dd)

18



- Anadlr el gel concentrador y colocar el peme adecuado
- Pohmenzar por | Io: menos 30 min;. -

para geles preparatlvos
- Colocar los geles en:|
- Cargar con cuxdado la’
control cargar el'marcad

19



6) Inmunoblot.
Preparacion:

- Cortar tiras de 3 mm de ancho, numerarlas y colocarlas en.una charola
- Afiadir a cada canal de la charola 1 m| de solucién de dilucién:
- Poner 10 ui del suero correspondiente a los canales de’l
suero control posmvo y uno negatlvo .

charola.' incluir un

réxido'de’ hldrogéno al 0.05%.
- Anadlr 1T ml de Ia solucion de revelado a.

- Al aparecer as bandas claramente en el
3 veces con agua destllada para parar la
- Dejar secar las hras en papel absorben
de las mlsmas ’

7) Tltulamon de sueros

pas. :
- Se realizan diluciones de los. sueros pro
1:500; 1:1,000; 1:5,000; 1:10, 000 .1.:50 ,000.
- Se colocan las tiras en los canale 3
de suero correspondlente :
- Incubar una hora, a 37° C, con ag
- Lavar las tiras con solucién de Iavado 1 vez rapldamente y 2. veces por 5 min,
con agitacién. R A : ERC . .

‘de la'dilucién

20



-Anad‘lr a cada canal 1 ml de antl lgG humana blotlmlada dllulda 1 1000 ‘con so-

a'37.C, con agltaclon e
de lavado 3 veces por 5| mm con.

- Dejar secar las tiras en papel absorbente y Iueg
das obtenidos.

8) Radlommunoprempltacmn

106 células/reaccién. Para obtener resultados s
2) se necesitan 2 X 10° cel/reaccién.
Marcaje de /as células: e
El mejor tiempo para marcar.es dOS dlas despu

1.- Las células se crecen.en RPMI: 1640 col
ben estar.en fase log (densndad de:
pués del subcultive’ (181).+

2.-Lavar, las celulas una ve

ra que E
Iados del tu-'

tos en hielo.: ‘
4, Centnfugar el lisado por 1 hr a 3 ,000 rpm

21



5. Puede congelarse a -70°Q, o usarse inmediatamente.-

/nmunoprectpltacton

" (in suero negative'a 1. ml de pro-
ml de! protemavA ‘sefarosa por
C'en agntacnon

Incubar 10 pl de suero con 100
ratura ambiente.

4.- Ahadir el lisado dlrectamente e
5.- Lavar 3 veces con solumon della
Agitar cada tubo antes de centnfuga
de lavado cada vez, con curdado de.n

este Ultimo lavado.
6.~ Resuspender las perlas en’ 6
cadores de peso molecular’ pretemeS
cién de muestra y hervir con Ias muest
7.- Hervir las muestras_por 2 m
por 2-3 min antes de cargar el

Electroforesis en gel de -poliacri
1.- Se utlhza un snstema_’ esta

2.- Lavar en. aglja por 30 min.
3.« Secar a 80°C con vacno por 1. Sin .
4.- Exponer el'gel'en una placa’ SB-5 Kodak por Io menos 3 dlas a -70 C
5.- Revelar la placa hasta que se'vean bandas oscuras, Tavar. varias veces y fijar
por 30 min, dejar la placa 30 mln en agua secar a temperatura amblente
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9) Ensayo Liatek HIV 1+2.

-Colocar las tiras en los canales de la charola.” : oL

- Afiadir 1. ml de diluyente de muestras (incluido, en el estuche)~'a cada canal, ex-

cepto a los de los controles positivos'y negatlvos o

- Anadir 10 pl de los sueros problema a los’ canales correspondlente

-'A'los canales de los controles positivo y.ne ativ

rrespondlentes proporcionadas en el es
- Incubar.1 hora a temperatura ambient

- Lavar cada tira con 1 mI de solucnon d

- Aspirar el Ii
cada canal

nas.y.0.1%de azida de sodio.
Con[ugado concentrado :
Anti IgG humana (cadenas. H+
cién de Tris con estabilizadores’de- prote
diluida 1:100 en el diluyente de conjugado
Diluyente de conjugado
Solucion de fosfatos con clo
nas y 0.1% de azida de sodijo. "
Sustrato BCIP concentrado’ - i
Solucion de bromacloro-indolilf:
1:100 antes de su uso. ..
Diluyente de sus!rato

io, tritén V)‘/_‘,O.‘S%jde(a“zl;dé_de;odio,
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10) Preparacion de suero de conejo hiperinmune anti HIV-2.

-Se utilizan 2 conejos albinos, Nueva Zelanda, hembras, de 3 Kg.

- La preparacion del antigeno de HIV-2 fue igual que el que utilizado para el IB.

- Sangrar por la vena marginal de la oreja para obtener el suero preinmune.

- Inocular 500 pg de antigeno de la cepa MS/HIV-2 con adyuvante completo de
Freund, por via subcutdnea en 5 puntos de inoculacién en la regién dorsal del
conejo. Para cada conejo se preparan 500 pl de antigeno (500 pg de proteinas
totales) + 500 pl de PBS + 1 ml de adjuvante completo de Freund y se homoge~
neiza.
- Procesamiento de la sangre pasar un aphcador por Ias paredes del tubo para

para determlnar el mom'ento del sangrado comp
-2 dias despues del ultlmo sangrado se ‘sangra;

11) Smtes:s qu1m|ca del peptldo
Se:realizé por: el metodo,enj

dad de evitar la reaccaon con
Para acoplar la vallna

Preparac/on de
1.- Disolver 500
2 Dlsolver 220

resina, dejar a 50°C con agltacmn durante 72 hr R
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2.- Lavar Ia resina con DMF; 2 veces, ‘por:1-min; DMF al 80% en: agua 2 veces
por 1 min; metanol 2 veces,:por 1 min‘y por ‘Glfimocon CH20I2 dos veces, por 1

min. Secar con vaclo L

’Neutrallzar con dii-

tura ambiente, durante. ao_ m
‘en: CHzclz 2 veces, ' por 1 mln Lavar con

sopropitetilamina (DIEA) al:
CH2Cl2, 5 veces, por1 min.
Tratar con una’ solucnon de acldo plcrlco—o.1M en CHzclz. 2 veces por:3
min. Lavar con CH2Cl2, 5 veces, por 2 min. Agregar DIEA 10%, 4 veces, por 2
min, colectando esta solucién’y aforar a 50 mi con metanol, esta es la solucton ,
patron. Diluir la solucidn patrén 1:10 con metanol. Leer DO a 358 nm y calcular ia
cantidad de aa acoplado a la resina. L

Acoplamiento del siguiente aminodcido. :

1.- Remover el grupo t-boc de la valina mediante tratamiento con TFA al 50%, 1
vez, por 2 miny 1 vez, por 30 min, a temperatura ambiente, con agitacion suave.
2.- Lavar con CH2CI2 e isopropanol y neutralizar con DIEA 10%.

3.- Agregar el siguiente aa en este caso acido aspartico, en un exceso de 2 eq,
utilizando 2 eq de diciclohexilcarbodiimida (DCC) como agente acoplante. El aci-
do aspartico tiene bloqueado su extremo NH2 por el grupo t-boc y su cadena late-
ral por el grupo benzil éster. De esta forma se logra que el aa afiadido reaccione a
través de su extremo COOH con el extremo NH2 del aa unido a la resina, forman-
dose asi el enlace peptidico.

4.- Cada paso de acoplamiento se controla haciendo reaccionar alicuotas de pép-
tido de los distintos pasos, con ninhidrina. St la prueba resulta negativa (amarillo),
esto indica la ausencia de grupos NH2 libres, si es positiva (azul) indica la pre-
sencia de grupos NH2 reactivos. Cuando el resuitado de la prueba es positivo,
indicando que el acoplamiento no es total, se repite el ciclo, acoplandose nueva-
mente el mismo aa hasta que la prueba resulte negativa. Después se realiza un
ciclo de acetilacién con anhidrido acético al 10% en CH2Cl2 para bloquear los
grupos NH2 aun libres. Este procedimiento se repite tantas veces como aa tenga
el péptido a sintetizar, sélo que en cada caso se utlhza el aa correspondlente ala
secuencia deseada.

Cuando el aa para acoplar es glutamina o asparagina no se utiliza DCC, se
utilizan ésteres activos p-nitrofenil; Los grlipos protectores utilizados son: Lys (2
Br Z), Glu (Obzl), Ser (Bzl), Met (O) Tyr (2Br Bzl),: Trp (Form), Asp (OBzl).

Al finalizar la sintesis quimica. del péptido éste se libera de la resina me-
diante tratamiento. con “&cido fluorhldrlco (HF), 'sulfuro de dimetilo (DMS), p-cresol

y p- tlocresol (25 65 7. 5 2 5,. v/v)‘ r e 2 horas los solventes se quitan

con vacio: Tratar la resma con HF y plcresol (s: 1) a 0°C, durante 1 hora, los sal-
ventes se retiran-con.vacio .y el remanente se trata con éter para quitar los resi-
duos de los’ solventes EI peptldo se solubmza en acido acético al 5% en agua
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natos pH 9.6 y afadir 50 pl a cada pozo de'una microplaca de tltulaclon (Maxasorp '
Nunc). Incubar a 37 °C, toda la ’noche “sin tapar la placa. Bloquear los' ‘espacios no- -
ocupados por.el péptido, anad'endo 300 l.de suero fetal bovmo(SFB), inclbar.a”
37°C, toda:la .noche.- Rehrar lavar con selucién de lavad | .
Tween-20), 3 veces, pqr/5 mi ]

Este proporciona un sustrato para fosfatasa (NADPH). del cual'se” anade :

cada pozo, incubar 15 min; a temperatura ambiente; El estuche: tambnen propor-
ciona enzimas amphflcadoras (alcohol deshidrogenasa’y dtaforasa), as ualesse
diluyen en solucién de dilucion del amplilficador y se agregan 50 ul por: -
cubar 15 min, a temperatura ambiente. Parar la reaccién con HS04 0;3M. Leer Ia -
densidad Sptica (DO) a 490 nm. La linea de corte se definié, como el'promedlo def -
los sueros negativos a HIV-1, mas 3 desviaciones estandar. -

13) Ensayo de inhibicién por competencia con el peptido
Se disuelve el péptido en acido férmico al 80%, se neutraliza inmediata-
mente con una solucién de Tris-NaCl, ajustando a pH 8. 0 con‘NaOH Se.deja a
una concentracién final de 700 pg/ml. o
Preparar las diluciones de los sueros (humanos'y. de conejo) :con dn‘eren-
tes concentraciones de péptido, desde 3 pg. hasta 10-pg, por:50.pl de volumen
final. Incubar a 37°C, por2 hr. - Siiia :

Preparar una solucion de 200 pg de pept o - olucmn de carbo-
natos pH 9.6 y afiadir 50 ul a cada pozo de; una | mlcrop a de tltulamon (Maxisorp
Nunc). Incubar a 37 °C , toda la. noche, sin tapa la;placa. Bloquear los- espacios
no ocupados por el peptldo. afadiendo '300:1l:de’ SFB, mcubar a 37°C, toda la
noche. Retirar el SFB, lavar con solucmn de Iavado. 3 veces por 5 mln con aglta—
cion. . o o .
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Preparar dllucnones de los sueros,. con solucxon de dlluclon sin: adsorber :
con péptido. Afadir a la placa 50 pl/pozo, de.las diluciones de los sueros corres-
pondientes, adsarbidos con peptldo yno adsorbldos Incubar 1:-hr.a 37°C. Retirar
las diluciones de los sueros convacio.a una trampa con desmfectante Lavar con’
solucion de lavado (300 ul por pozo) . or.5 min,con agltacmn Afnadir 50
pl por pozo, de anti-lgG-humana’ (o"an conejo) conjugada con. fosfatasa .
alcalina, diluida 1:20,000 en solucién LR |luc10n Incubar’1-hr 'a’37°C. Lavar con
solucién de Tris-NaCl, 300 ul por pozo,. ces, por 5. m|n con agitacron Se afa-
den 50 Ll/pozo, ‘del sustrato’ (NADPHY) citbar:15°'min‘a temperatura: ambiente.
Agregar 50 pl de amplificador (alcoho ,deshldrogenasa y dlaforasa) incubar 15
min a temperatura ambiente, Parar Ia reac" . sto., 0 3M Leer DO a 480
nm.

14) AnallSIS Estadlstlco. ;
El' analisis estadistico se reallzo con la prueba‘de Ia Chl cuadrada (Xz)
empleando la siguiente formula: :

donde: f = frecuencia tedrica y f, = frecuencia observada,




v

RESULTADOS

1) Respuesta inmune humoral hacia HIV-2,

Para evaluar la reactividad hacia las diversas proteinas de HIV-2 de sueros
colectados en México se estudié un grupo de 492 sueros pertenecientes a indivi-
duos positivos a HIV 1 demostrado por ELISA e inmunoblot (IB), de los cuales se
conoce su via de infeccidn y su estado clinico y 162 sueros negativos a HiV-1,
que fueron empleados como control. A los 654 sueros seleccionados se les reali-
z6 inmunoblot empleando la cepa MS de HIV tipo 2 como antigeno viral.

En el analisis de los IB para HIV-2 encontramos que en el grupo de sero-
positivos a HIV-1 el 79% de los sueros presento reactividad con por lo menos una
proteina de HIV-2. En el grupo control de seronegativos a HIV-1 Unicamente se
encontré un 1.8% de reactividad. Los datos se presentan en la Tabla 4.

INMUNIDAD REACTIVIDAD

HACIA HIV-1 CON HIV-2 (%)
492 POSITIVOS 388 (79)
162 NEGATIVOS 3(1.8)

654 TOTAL 391 (59)

Tabla 4. Respuesta inmune.humoral de 654 sueros con
antlgeno de HIV-1 y HIV 2.

IV-2, 'encontramos que

Al anallzar Ios IB que presentaron{reactlwdad con,
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PROTEINA DE HIV-2] | SUEROS % DE REAC TIVIDAD
REACTIVOS CON HIV-2

p24 \ 352 71%

gp32 119 24%

p55 176 36%

P66 62 13%

gp110 9%
gp32yio gp110 29%

Tabla 5.- Analisis de la ‘reactiyidad de 492 sueros HIV-1 positivos con
antigeno de la cepa MS de HIV-2.

En la figura 2 se presentan| algunas tiras de |1B mostrando la reactividad de

varios de los sueros HIV-1 positivos con antigeno de la cepa MS/HIV-2.

Figura 2.- Reactividad de varloé sueros HIV-1 positivos con antigeno
de ia cepa MS de HiV-2 por IB. (N) suero negativo a HIV, (P) suero

HIV-2 positiva.
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2) Reactividad con HIV-2 por via’ de mfeccmn.

Nuestro grupo de 492 seroposmvos a HlV-1 |ncluye 401 muestras de per-
sonas infectadas por transmision sexual, 41 infectadas por transmlsnon sangumea
y 50 de los que se desconoce la via de infeccion.

Al analizar la presencia de reactividad con HIV-2, encontramos que en el
grupo de transmision sexual el 81% de los sueros presenta reaccion con por lo
menos una proteina de HIV-2, mientras que en el grupo de transmision sangui-
nea esta reactividad es de 39%.

VIA DE TRANS- | SUEROS REACTIVOS PORCENTAJE
MISION CON HIV-2/TOTAL DE REACTIVIDAD
SANGUINEA 16/41 39%
SEXUAL 324/401 81%

Tabla 6.- Reactividad con HiV-2 de 442 sueros HIV-1 positivos de los
que se conoce la via de infeccion.

El analisis estadistico muestra que la reactividad hacia HIV-2 en el grupo
de individuos infectados sexualmente es sngnrflcatlvamente mayor X3 p<0. 005) -
que en el grupo de infectados por transmlston sangumea ot

3) Reactividad con HIV-2 respecto al_estado clmlco

Enla Tabla 7 se muestra la relacion de la reactividad con HIV 2 respecto :
estado clinico de los pacientes ‘encontramos.que en los estadios: de asmtomatl-‘ i
cos y linfadenopatia el. porcentaje 'de:reactividad .es muy-similar, ‘'siénd
medio del 84.5 %, mlentras que en el grupo de pacientes con SIDA e si
vamente menor (31%). i : S

Al separar. del grupo .de 74 pactentes de SIDA aquellos que como;sintoma.
primordial presentaban smdrome de desgaste se observa.que’ dIChO grupo: pre-
senta una reactividad:i medla. méas cercana a los asintomaticos y con hnfade-
nopatia que al resto de los’ pacnentes con SIDA. :




ESTADO . | . REACTIVIDAD PORCENTAJE
CLINICO . :.CON HIV-2 DE REACTIVIDAD

ASINTOMATICOS |+ 941111 84%

LINFADENOPATIA': ; 85%
SIDA . 31%
Tabla 7. Reacuwdad c ; 199 gyerbs de que se conoce "’ S

el estado cllmco :

envoltura
y salo 6 de,
‘Dé-los
nas de’HIV-2 45 o Anmunoprempltaron all precursor de: gllcoprotel-
nas de HIV- 2 en un‘caso:se pudo observar la precipitacion de:la: ghcopro-
teina externa Consrderamos que el nimero de muestras es: pequeno ‘para: poder
sacar conclusmnes, aunque estos datos concuerdan con ios reportados en otros
estudios samllares (151 162) o :

/“
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5) Resultados del ensayo Liatek HIV‘1+2

Para descartar una infeccion con los 2 tlpos de HIV se empleo ‘el ‘estuche
comercial Llatek HlV-1+2 el cual se: utlhza para, Ia deteccnon dlfere cial de’ antl-

3). Con estos’ re“ultados podemos inferir.que, el epltopo epresentado n;e'l pépti-
do smtetlco dela’ gpSS de HIV-2 lnclmdo en’este: ensayo no‘es:el.'que.nos estai
produuendo Ia reactlwdad observada con HIV-2 0l

1.2 3.415(6]7:8)9/10{11112113/14.15 16

..... tedl ' e

SRR
,
:

“apail
p31
p2a
P17

gp 36

Figura 3. Resultados del ensayo Llatek HIV 1+2 (1) conlrol posmvo del

estuche; (2) susro HIV-2 positivo; (3). control neganvo “del’ estuche (4- 16)

sueros HIV-1 positivos que presentaron réaccion fuerte con la glicopro-"~
teina; transmembranal de HlV 2 en el B/ gp 36 c rresponde al peptldo

de HIV 2 : g
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6)Tutulac:on de sueros por IB.

Como metodo de estudio de la react;vndad observada contra HlV-2 en_pa-
cientes infectados con HIV-1, se empled la cuantificacion de’ la reaccion contra
antigenos homélogos y heterdlogos. Para ello se realizaron una serie de dilucio-
nes de 10 de'los sueros que presentaban una alta reactividad con, HIV-2'y se co-
rrieron 1B contra tiras de nitrocelulosa conteniendo cantldades ‘cuantificadas ‘de
proteinas de antigenos homodlogos (HTLV-llIb/LAV)' o de anhgenos heterologos :
(MS/HIV-2). :

"7 Las diluciones probadas fueron de 1:100 hasta 1: 100 000 En la Tabla 8'se
muestran los datos de la méxima dilucién donde se detecto wsualmente react1v1~‘1_
dad con el antigeno respectivo. .

- En los datos de la Tabla 8 puede observarse que algunos sueros como el
0066 reconocen varias proteinas de HIV-2 hasta dilticiones 1:50,000 y encontra-: -
mos un suero, el FO31 que reconoce a la p24 de HIV-2 a un titulo mayor que a la-
proteina correspondiente de HIV-1.

CLAVE p24 gp41/gp32 p55 . p66 gp120/gp110
SUERO  HIV-1/HIV-2* HIV-1/HIV-2 HIV-1/HIV-2 HIV-1/HIV-2  HIV-1/HIV-2
AB880 5/5 713 4/ : 6/0 7/0
A8Y6 511 713 0/0 - 5/0 712
AS72 7/5 7/3 CLTM0 .. 7/0 772
B047 7/0 7/5 .00 7/0 714
0439 717 712 715 7/0 7/0 -
0066 7/ 7060 3105, TS - V(L
D978 . - /T e BfE

Dog2: 7 g L BI5

FO31:: AT

F032 LB/0

sitivos que-presentan reactividad con HlV2 .
00;: 2) 18 500 3 1 1,000; 4) +1:5,000: 5).

1:10,000; 6) 11:50,000;'y.7)%
detecta v:sualmente reaccioi

Radloanalltycal lmag, X
ayuda de la:ing.: Qunm

D982, FO31, F032 A972 (graflca 1-A) y en el segundo grupo la reactnv:dad con
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HIV-2 declina mas répido que con HIV-1, este tipo de comportamtento lo presen-
tan Ios sueros A880 0439 0978 B047- (graflca1 B)

7) Analisis tedrico de la gllcoprotelna transmembranal

Debido a la alta reactlwdad encontrada contra la ghcoprotema transmem- )
branal (TMP), y al hecho de: que ésta no estaba previamente reportada en la lite=
ratura como caracteristica de [a reactividad cruzada entre estos dos retrovirussy -
después de descartar infeccion ‘dual, nos enfocamos a realizar un estudio teorlco_"
sobre esta glicoproteina‘y. ias posibles regiones de la misma que pudleran ser :
responsables de este fendémeno. - - :

La TMP del HIV es relativamente invariable, presentando consenlacuon de =
mas del 80% a nivel de aminoacidos entre diferentes aislados y ‘sin’ reglones de
hipervariabilidad(123). Esta’glicoproteina transmembranal del,HIV sirve .como an-
claje para la proteina de envoltura gp120 y juega un papel crmco ‘en la mfectuvndad
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(124-126). La mitad amino terminal de la molecula es presentada en la superficie
dela pamcula vnral de celulas lnfectadas

‘una; p‘orcwn ‘altamente inmu-
lla;’ son. demostrables desde

cepas. ‘virales“o una ‘sola cepa de virus capaz de modular la expresién del codén
de término transmembranal.

PROTEINA TRANSMEMBRANAL
. op120  gpdt
: SO | |
§12-627 583-608 644-668 684-706 728-746 824-830 862-867
- Dominlo Inmuno Dominio Homologa a
" dominante principat transmembranal MHC-H
Segundo dominlo Anclaje Homologa
- iInmunodaminante chtoplasmico ait-2:”

Fxgura 4.- Reglones ldenuf‘cadas enla gllcopro(ema transmembranal de Hlv- :
El sustema de: numeracnon de aa corresponde al asignado por M ers cols ala

paticos de fusion'y citélisis (130) _
2) 'El dominio mmunodommant_ pri
609) que comprende la regién del puen

encuentra en una region previa al ‘dominio transmembranal (132 1'36), del cual, ‘3
por estudios realizados con antlcuerpos monoclonale se ha reportado que pue- :
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de ser atin mas efectivo en medlar la ADCC que los antlcuerpos generados contra
el epitopo | (137):- ! e

“En un estudio reahzado con'1 antlcuerpos monoclonales humanos contra
ambos ‘epitopos: lnmunodommantes I se observé que 4 de éstos potencian la
mfeccnon VIraI dependlen tlcue o médla a: por complemento (C -ADE)
(138 -139): P

altamente hidroféb

5) Una reglon
la-cual probablement
han sido mapeados al

que decrdlmos compa-
’ ,para determl-
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STS24573 GAASLTLSAQSRTLLAGI VAQQQGALULOVVKRQAEMLRUTVWGTKNLGARY
ROD 5301578 : . ’ s

NIH 5211570
\sv 5221571
BEN 5291578
GHY 5270

57574523
ROD 580/629
NIH 5710820
ISy 572821

BEN 5797628
GH1 571:620

5T 624/673

ROD 830/87%
NiH 621570
lsy 822871
BEN 620/678
GH1 821/870

ST 874/723
[ROD 8201728
NIM 671/720
ISY 872721
BEN 679/728
GH1 871/720

ST 7247773
ROD 730/778
NIH 7217770
ISy 722171
BEN 729/778.
GH1 720738

ST 7741823
ROD 720829
NIH 7717320
ISy 77821 .00
BEN 779/828

s s24m55

ROO 230/885
NIH 8211856 -
ISy 822/857
BEN s20r064 =

(x) mdlca ‘el extremo‘carboxllo de: Ia protelna La region enmarcada con doble linea co-
rresponde a la] reglon del epltopo mmunodomlnante prmcupal y la enmarcada con finea
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Debido a que observamos.una gran conservacion entre las: cepas de Hiv-2
en la mitad amino terminal, decldlmos utlhzar la ‘cepa’ ‘GH1! de"HlV 2! para hacer la
comparacnon con el HIV-1‘

te/I/genet/cs ;In
el II:al: '72%,

| X32 5314580
(GH1 5211570

XB2 581/628 .
GH1 57 IIEIA

xB2 wzs(aau
GH1 618/685° -

dos para predecnr la»antugemcndad"d
acceslbllldad 'y mowhdad ‘que son presentados en: una graflca compuesta Y. con-
sideran’ que las reglones que presentan un perfn de antlgemcndad (valor de super-
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ficie) superior. al 50%,, tlenen una gran probabllldad de ser mmunogemcos ‘Como
puede observarse en'la’gréfica 2,la region: correspondtente al epitopo:I-de'la
TMP de ambos vnrus presentan en la: parte medla u -grupe de. aminodcidos que -

icie” C dlca que son bastante antl-

. WionossursnAol

nion ok sarsance

} epitopo se:realizd; la *
sintesis: del péptic ente” ndo dominic; inmunodominante de la -
glicoproteina‘ i Y ‘secl
glu gln ala

/0, D/agnost/c
Systems); &l cual se. Litilizd’ para comparar con los‘sueros humanos HIV-1 posm-
vas que presentaban reaccnon cruzada S EL R s
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El péptido se probd en ensayos de ELISA con sueros humanos negahvos a
retrovirus, 1 suero HIV-2 positivo, con 2 sueros positivos a HIV-1 que.no presenta-
ron reaccnon cruzada con nlnguna protema de HIV-2 en B’ (P077 ‘A918)y: con 10

Do

SUEROS

Grafica 3. Resultados de los ensayos de ELISA contra el péptido de HIV-2. (C -); suero

de conejo normal; (C +): suero hiperinmune de conejo anti HIV-2; (HIV-2 +): suero ‘huma-

no anti HIV-2; (204) y (215) sueros humanos negativos a HIV; (PO77)'y (A916): sueros

humanos HIV-1 positivos sin reaccion contra el HIV-2 por IB y el resto son sueros huma-‘
nos con reactividad contra la ghcoprotema transmembranal de HIV 2 en |B. )
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11) Ehs'ay,os de inhibicion p“oﬁ.'com'yje_tenéia con el péptido de HIV-

reaccton observada por ELISA, se

Para determmar Ia especmmdad de:| ,
do el suero, co p' tido:en solucnon

reahzaron ensayos de InhlblCIOH prei

. INHIBICION POR COMPETENCIA CON EL PEPTDO EN SOLUCION

§

ooic

3UEROS

Gréfica 4. Resultados de los ensayos de inhibicion. Se emplearon 10 pg del péptido. Las
barras claras correspanden a sueros sin péptido, las barras obscuras corresponden a los
sueros con péptido; (C -): suero.de conejo normal; (C +): suero hiperinmune de conejo -
anti HIV-2; (HIV-2 +): suerc_humano anti HIV-2; (204) y (215) sueros humanos negativos
a HIV; (P077) y (A916):; sueros humanos HIV-1 positivos sin reaccion contra el HIV-2 por -
IByel resto son.sueros humanos con reacﬂwdad contra la ghcoprolema transmembranal S

nal con
caso de los que‘no presentaron reaccién con la gllcoprotema ransmem- f
branal enIBse encontr una mhlbtcnon del 34%. . :
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DISCUSION

“A partir del conacimiento de que el SIDA puede ser causado por 2. tipos de -
HIV y'de que en México linicamente se habian reportado casos de infeccion ‘con
el HIV:1, sg’ “decidio - hacer un estudio de vigilancia continua. de Ia aparlcton del
HIV tipo 2 en: nuestro pais. Hasta el momento no hemos detectado’r ngln.caso de
infeccidnicon HI_V-2 -0’ Infecciones mixtas, pero al realizar'el-a de'lares-
puesta de sueros mexlcanos HIV~1 positivos, con antlgenofd ]

infeccién: con otro retrovirus heterologo
pecifico de: la poblauon en estudio;-

cols; (151) en el que reportan ‘10%
voltura de ambos upos de HIV‘

reactividad hacia:las: doé glicoprots s"por separado externa.y-tra smembranal)’
observamos que nuestra posmvnda con la ghcoprotema externa es eI 9% similar
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a la reportada en la literatura, sin embargo_la reactividad de 24% que encontra-
mos hacia la gllcoprotema transmembranal es muy: superlor alos ’datos reporta- ;
dos prevnamente, lnclus empleando IB como Ios

slmllltud del-72% (tabia 10) v que es unaregion’
alto’ lndlce de lnmunogemcldad (graflca 2)._s

encontramos que todos los sueros! qu
Cuando se probaron sueros HIV-1 posl

llos quie no presentan dtcha reaccion.
Al relacionar la presencia de reaccién con cualquner de
HIV-2 y la via de transmision, encontramos una reactlwdad mayor estadlstlca-
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mente significativa, en el grupo de individuos lnfectados sexualmeme que en el
grupo de transmision sangumea -

- = También: encontramos una'correlamon stgmflcatlva de’la reactlwdad hacna
HlV 2 y'el estado cllmco de los | ndwaduos lnfectados con HIV-1."El grupo de pa-




smtetlco que representa una reglon mmunodommante de la gllcoprotelna trans-
membranal .del HIV: :

l;‘lO% En nuestro estudio encontramos 29% de reactividad
HIV 1zposmvos con las gllcoprotelnas de envoltura de HIV-2,

b :
po-de mdlwduos mfectados por transmisién sexual en México se parecen mas a
cepas’ de HIV-2 por lo menos en lo que respecta a las glicoproteinas, que las ce-

PERSPECTIVAS‘ :
' Este trabajo abre una serie de perspectlvas una de las cuales se enfoca al
area de desa‘rrollo de estuches de diagndstico mixto que actualmente ya se estan
utilizando en México ante la posible diseminacion del. HIV-2 en nuestro pais, ya
que con estos datos es necesario hacer una evaluacion de cada uno de estos
estuches analizando el tipo de antigeno que utlllzan yla posmlhdad de que los .
resultados obtenidos en cuanto a HIV-2'sean reales.y no sean producto de reac-
ciones como las que se reportan en este estudio, Lo
Por otro lado la parte basnca de este trab'

de epldemlologla molecular yel anahsns de varlablhdad‘ vnral dellas cepas de HIV
en relaclon a su'posrble OI'IQEH de mtroducclon en nuestro palS' ; ; .

: ESTh TESIS Mo ORE
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CONCLUSIONES:

. Con nuestros datos podemos descartar, hasta ahora, la pre-
sencia de infeccién por HIV-2 en nuestro pais.

. Los sueros de individuos HiV-t1 positivos en México presentan
una alta reactividad con proteinas del HIV-2.

. En especial la reactividad observada contra la glicoproteina
transmembranal del HIV-2 es mas alta que lo reportado hasta
ahora para otras partes del mundo.

Descartamos que en las reacciones cruzadas observadas este
involucrado el epitopo inmunodominante primario de {a glico-
proteina transmembranal del HIV-2,

Demostramos que uno de los epitopos que participan en esta
reactividad es el epitopo inmunodominante II de la glicoprotei-
na transmembranal del HIV-2.

. La reactividad cruzada es mas prevalente en el grupo de indivi-
duos infectados por via sexual.

. Se propone que nuestros resultados pueden deberse a: que en
algunos casos hay menor exposicion de este epitopo II debido
ya sea a la via de transmision o a la cepa viral, o que las cepas
de HIV-1 circulantes en distintos grupos poblacionales
(infectados por distintas vias de transmision) sean diferentes y
en algunos casos mas parecidos al HIV-2 en sus glicoproteinas.
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