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RESUMEN 

Desde la identificación del virus de la inmunodeficiencia humana (HIV) co­
mo el agente etiológico del síndrome de inmunodeficiencia 'adtjUirida:(SJDA), 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 aisló por primera vez en 1986 y que 
se encuentra básicamente restringido al oeste de Africá 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 biológicas y organización genómica 
similares. Las proteínas codificadas por los genes gag y poi de HIV-1 y HIV-2 
muestran un alto grado de conservación del genoma lo cual se refleja en un alto 
grado de reactividad serológica cruzada. Las glicoproteínas de la envoltura son 
menos conservadas y la seroreactividad contra las glicoproteínas de los 2 tipos de 
HIV, hasta hace poco tiempo era considerada como sugestiva de una infección 
con los 2 tipos de HJV. · 

Desde 1987, algunos países han reportado casos de reacciones cruzadas 
con las glicoproteínas de envoltura, en especial con la gp 11 O de HJV-2, sin em­
bargo, muy pocos de estos estudios reportan reacciones cruzadas entre las glico­
proteínas transmembranales de Jos 2 tipos de HJV. Una excepción son Jos estu­
dios de Africa Occidental, donde la infección con HJV-2 tiene una de las preva­
lencias más altas registradas, en Jos cuales se reporta una reactividad del 3 al 
14%. 

Resultados preliminares obtenidos con sueros mexicanos positivos a HJV-
1, a Jos cuales se les realizó lnmuno.81ot(l8)-éonantígeno de HIV-2, muestran 
una reactividad del 30% con la glicoproteínátrans-membranal de este virus y en 
ninguno de estos casos se ha confirmado.infección''conlós 2tipos de HIV. 

Los objetivos de este proyecto fueroO:determinar la.presencia de reaccio­
nes con HIV 2 en sueros de individuos Meidcanéis positivos a· HI\( 1,·:can que' pro­
teínas de HIV 2 se presentaba la reactívídad'Yque regiones o epítopos de:dichas 
proteínas son las que están involucradas en dichá reacción: ··- .;,, .. ,; . :e • • ; 

Se realizó 18 con antígeno de' HIV-2 a.492 sueros HIV-1jpci~itivós·y 162 
sueros HIV-1 negativos que se utilizaron como controles; _ , . :·;. ;," ;;\: _ 

En el análisis de los 18 realizados'encontramos que.en.el:grupo.de.sero­
positivos a HIV 1 (388) el 79% de los sueros presentó reactividac(cOn porki me~ 
nos una proteína de HIV 2. El grupo control de seronegativos 'a J-Ú\¡''-.1 ;únicamente 
presentó un 1.8% de reactividad y ésta solo se observó c'onJa'proteíria p24:•La 
reactividad observada con las diferentes proteínas de•HJV-2 fue~·~2~t(~1%), gli~ 
coproteína transmembranal (24ºA) Y gp110 (~%).·.-,; ·. -·. :._._ .. _::~:.:;~:·'~C.,,_~~-:--~:~: .. _.:,.·:·,,. .... _._:· :~::. , 

Al hacer la correlación de la presencia de reacciones' con _HIV"2 con>la via 
de transmisión de la infección, observamos que en el grupó cié' tran'sinisión sexual 
el 81% de los sueros presenta reacción y en·e1 grupo dé transmisión sanguínea el 
39%. . . . -..... 
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Se realizó una titulación a· Jos sueros que pres.entaron reactividad fuerte 
con Ja glicoproteína · transmembranal ,de. HIV~2;: en. Ja éu~J se· observó una. mayor 
reactividad con antígeno dé HIV~1q'úe.con•.éJ de.:HIV-2,aunque alguno~•sueros 
reaccionaron con eLantígen'o heteróJogo'a diluciones altas/ >: • :· ,: > 

Con el ensayo comercial,Liáiek HJV~f·+·2 se desé:á'rtófá infección con Jos 2 
tipos de_ H IV .... -._,_~ ... ·> :·-., ~·~ ... ::;~:._ ::'>: ... :: ... :> .. -_~:;:;·_: .. : .. -·~>"-~-·-~--: .. : .. ·, : · -:· _.,, :,,'~:.:/ :~~;··-·:.:.- ~:·;,'-~--~·/·. ·--:.~- \. -,,".":'· . 

Se compararon las secuenCias'.de'Ja 'giiéóproteína:transmembranal de. am­
bos tipos deHJV, observando que)os 2 doininicis repoí-tadOs\en,Ja.Jitératura como 
fuertes inductores de anticuerpos, presentan'uría'·isimiÍiiud'.erflarréglón '.del' domi­
nio inmunodominante r del 77:7% y eri' el'déiriíinío'rr'dél:72%;•~con el.ensayo Lia, 
tek se eliminó Ja participación del epítopo Ien,Jásh~áccioiiest.obsér'\/adas y. se 
propuso el epítopo rr como probable responsable'de',ia:'reá'étividad cruzada obser-. 
vada. -, .-· 4 -> ·:~:./>:~:J:,_;,~r· .. ~~;:·i::~A~;~\;_;~·::~;y,.~;·;·,:~~:~_~l; -.\5·.: . . ;( . : .. 

Se sintetizó un péptido que representa el épífópo'.üráiefla}glicoprcitéína 
transmembranal de HJV-2, se probaron 10 sueros que presentaron reactividad·con 
esta proteína por 18, encontrando que todos Jos sueros •reácciqn.aron con este 
péptido y en ensayos de competencia con el péptido en'solución:se logró inhibir 
en un gran porcentaje Ja reactividad con dicho péptido; "'.:::(( !.\;~·~··•";::: .. ·· ·· 

Con este estudio se descartó Ja infección.éon:ias.,dositipos~de~HM Las 
reacciones con HJV-2 de Jos sueros Mexicanos positivos:a,HJIÍ~1 son';de.reactivi­
dad cruzada. Esta reactividad cruzada es más preváleñte';eri~elgrUpb'.de indivi­
duos infectados por vía sexual. Se encontró una mayor ~ea~liviélad cruzada contra 
la glicoproteína transmembranal de HJV-2 que Já'reporta'da,:en''Ja' Jitefratura .para 
otras regiones geográficas. Se demostró Ja participación del epíÍopo·II de Ja glico-
proteína transmembranal en Ja reactividad cruzada obseÍ'liáda;• ' · · 
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1} Antecedentes. 

I 

INTRODUCCION 

El Síndrome .de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) constituye sin duda la 
primera pandemia 'de Ja segunda mitad del siglo XX. Detectado en 1981; sus orí­
genes hay que.buscarlos en el Africa Central, donde probablemente se produjo la 
primera infecCióri.de ún ser humano, quizá en la década de los'50. Se cree que 
desde esa zoná'se propagó al Caribe y posteriormente a Estados Unidos· y Euro­
pa. Solo enAmérica;é!eJ Nortépoddahaber.actualmentf unos 2 mHlones'de.per­
sonas infectadas; En las áreas endémicas· de 'Africa y el Cáribe · 1a: situadón es 
mucho más grave; eri'algúrías;zonás•podría'serdeniasia-do:taréle para impedir la 
muerte de un n'úmeró.alto'.dé' personas (1 ;2).s. > ·:. ··: ·• . . . .•. ., :. •· · • : 

A Jós .:3áñosde•haberse'detécfado'.la erifeímedlid .ya se había demostrado 
en forma inequivocaque.eí agente'caúsal'der'SIDA'era· el tercer rétr6virús;huma­
no conocido .• · el HTLV-111 '(Virüs linf~trópic:O: de c~lulas ·T. humanas); también .11ama­
do LAV (Virus asociado a linfadenópatía) y actualmente conocido.como HIV·(virus 
de inmunodeficiencia' tíU111aña) (3).'· · •. . .. · •.•.... ~ .. · .. ·· 

En 198S['el 'grúpci·.'.de Essex'aisló de un mono verde africano.un virus em- ·­
parentado. con·eJ JjTL'./,IJJ.'denominado STLV-111 o SIV (Virus de Ja. inmunodefi­
ciencia dé simio); eJ'cüáJ podÍía ser el antecesor del virus causante del SIDA. 

No obstante•que ef'STLV-111 es el retrovirus animal más parecido al HTLV-
111, su parentesco-no es especialmente notable, ya que por estudios genéticos 
realizados·; 'se. há' cjemostrado que. Ja similitud de las secuencias· de núcleótidos 
entre eJ·STL\j-Íll y el HTLV-111 es del orden del 50%. En ambos virus Ja :organiza­
ción delgenoma es virtualmente idéntica. Las excepciones más notables se' refie­
ren al gen·:v,Ox ·deSTLV-111 ausente en HTLV-111. Además el virus de simiÓ ria· es 
patogénico pára· sus· hospederos habituales (4.5). . . .:.: · . · · 

En 1985 se aisl.ó un nuevo retrovirus humano el HTLV-IV, de individuos def: 
Africa Occidental, el cual puede corresponder al eslabón perdido e,ntre'·ef HTLV.-111 .· 
y el STLV-111 ya qué esta 111uy emparentado con el STLV-111. y_ aunque no se ha. 
definido muy biensu patogenicidad, infecta al hombre (6~8). · : : ,.. -.; 

Más tarde; de lamisma región de Africa se .aislaron 2 ~irus muy emparen­
tados con el HTLV-IV, ·Jos cuales ·si. causan. deficfenc,ia irimúnológica' en 'el hom-
bre, son el LAV~2 yel SBL~6669 (9;10), '••. } . :, ' :• ,. : ·.- ; 

Actualmente al'HTLV~liL:y virus relacié:ínádos •se les conoce éomo HIV-1 
(Virus de 111niúnodeficiericia Hí.Únaná·tipÓ 1)y al grupo de HTLV-1v:LAv~2. SBL~ 
6669 y virus relacionados como HIV-2 (Virus de Inmunodeficiencia,. Humana; tipo 
2) (11 ). . . .• .. :•/' •· ' . • ·... . .·.· . . . .• ;·.· • 

Al igual que otros retrovirus, el material genético de Jos virus de la.inmuno­
deficiencia humana es RNAde Úna sola cadena. Cuando el virus entra a una célu­
la, la enzima viral transcriptasa reversa utiliza ese RNA como molde para sinteti-
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zar una molécula de DNA de doble cadena. Este penetra al núcleo de la célula Y 
se integra en sus cromosomas, donde se replica conjuntamente con el DNA de la 
célula hospedera (12). - · 

El HIV-2 es un virus que es.más p.revalente enel Oeste de Africa. El país 
con la prevalencia más alta es Guinea-Bissau. Se han encontrado otros casos en 
Senegal, en las islas de Cabo Verde, y en álgunos países situados más al este 
como Guinea, Mali, Burkina Faso, la República Central Africana y Costa de Marfil 
(7). En los países de Africa Central, Ecuatorial y del Este en los cuales la infec­
ción con HIV-1 ha alcanzado proporciones endémicas, la infección con HIV-2 es 
muy baja (13). Existen reportes de individuos con un perfil sugestivo de infección 
doble con HIV-1 y HIV-2, el suero de estos pacientes reacciona fuertemente con 
las proteínas de envoltura de ambos virus. Sin embargo, los resultados del análi­
sis en ensayos de competencia o con péptidos específicos de algunos sueros que 
presentan doble reactividad sugieren que esta reactiVidad no siempre debe ser 
considerada como una infección doble (14-17), aunque esto no significa que no 
es posible la infección mixta, ya que existen reportes de casos en los cuales se ha 
confirmado la infección con los 2 tipos de HIV por medio de la reacción en cadena 
de la polimerasa (PCR) y por aislamiento de ambos tipos de virus (18-20). Tam­
bién es posible la infección de células in vitro con ambos tipos de HIV. Debido a la 
alta frecuencia de recombinación genética entre retrovirus relacionados, .. es-posi­
ble teóricamente que se. originen cepas recombinantes de estas Infecciones do­
bles, sin embargo, aún no han sido.demostrados estos virus recombiriantes(21)., 

La diseminación del HIV-2 fuera del Oeste de Africa parece estar muy Hnii~ 
lada. Se han reportado varios casos' en' Francia, Portugal, Alemania Occident81, 
España y en la India (22-27). Laniayória de éstos casós se encontraron en. indivi­
duos que se infectaron en el peste de:Atrica, pero también ·se ha encontrado en 
otros que nunca han:viajadó a(esta párte.del mundo, y pertenécén.<igrupos'de 
alto riesgo parij:_jnfecéión'.por HIV:~Eri'•Estados· Unidos soló se han' reportado 32 
casos de infecCión con HIV-i(2a'-30), 2 e.asas en Canadá (31ry 2 casos en -Brasil 
(20). ., ... _ •..•.. - -· ·:· .. .':' ·. - '·· >.r~ .. , .. -~ :-:: 

l) Mo::'}~~i;l~,¡~;;',,·I,:i.1n; '.do.•••~""''"'· ~ .. ,,~•· p~totlpo 
es el virusVis'ria (32). Ultraesfructuralniellté lós 2 tipós.cie HlVson muy parecidos. 
Las particulaií'virálés són.de forma ·esférica, de-apfo'ximadá'níente 100 nin de diá­
metro. Elnúcieo-.ó:~•é:óre" de la partícula tiene forma de cóno truncado y puede 
observarse por miérofótografías como una zona densa: La nucleocápside se en~ 
cuentra rodeada.de una membrana lipidica con protuberan.cias.proteicas que en 
algunos casos 'pueden observarse por microscopía. · 
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El núcleo o "core" esta formado principalmente por la proteína p24 que se 
encuentra rodeando a 2 moléculas de RNA de cadena sencilla que se encuentran 
asociadas a la proteína p9 y al complejo enzimático de la transcriptasa reversa. 
La nucfeocápside se ·completa con la proteína p17. Esta partícula nucleoproteíca 
se rodea de una membrana lípidica, la cual obtiene por gemación a través de .la 
membrana de la célula huésped. En esta membrana se encuentran 2 glicoproteí­
nas de origen viral: la glicoproteína transmembranal, embebida en Ja membrana y 
que sirve de anclaje para· 1a glicoproteína externa que forma las protuberancias 
características de estos virus (33,34). 

Aunque existe una gran variabilidad entre cepas, aún tratándose del mismo 
virus, se ha observado que el HIV-2 muestra protuberancias más 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 más glicoproteina externa de 
su superficie (por lo tanto en microscopía se presentan con menos proti.Jberanc 
cias) parecen ser más patogénicas y menos inmunogénicas que aquellas que 
mantienen sus glicoproteínas unidas a .la membrana (35). ·· · · 

·. ' ~ ' 

' .. ; ·. :.'·. ; ,:- ~J·:'.: ~·· ' 

4) Biología. 

Al igual que):il ~I~-1 ;;~181J.2 ihfectacélulasciue pos'éen·1~'proteíria·co4 
en su superficie. j\"p~sa(é!é'ias"difererícias enco~tradas 'entre iáS glicoproteínas 
de envoltura de ámbos:'tipos·de· HIV; los é!os virus utilizarila molécula CD4 como 

recepto~ª (~~y.or)~ :'J;•ibs''~i~:;~J~5·.~:~·~,1~~~~~~~;~iÍ~~¡ti~b~;·i·~-~i:tr:, :in'd~c;in for-

mación .. de· sir¡cicios} ·müerte' celular. Sirí embargo,! la :.interisidad. de· este efecto 
citopático es vari,able deper:Ídier1do deÓipo'.Celliiár0y.J:l.eI.aislad6:') '.': ':. •• •.· . 

Se liari reportado aislados con· llaja)':itopaticidac((37,38);. p_éro es po~o cla­
ro si ésta se'correlac.iona con úná baja patogenicicÍélaJnvivo;' sxistén'pocos aisla­
dos de HIV-2 en 'estudio y es necesario realizar. una iiívesÍigaéión más amplia de 
las características biológicas de este virus, que incluyan aislados de diferentes 
pacientes con diferentes cuadros clínicos. · · · · · · · · · · 

5) Manifestaciones clínicas. 

El estado de salud de Jos individuos de JOs ~uales. se aisl~ un virus.si uno 
de los medios de evaluar el potencial patogénico del mismo.'. El Hl\/-2 lia sido 
aislado de individuos sanos y de pacientes con SIDA: Aunqué' hay rep'ortes de 
casos de asociación de infeccióncon HIV~2ySIDA (35;39:41), sin embargo, es~ 
tos estudios no proporcionan evidencias sobre la relación entre ex¡Jéisición al HiV-
2 y el desarrollo del cuadro clínico del SIDA (42); ..• :· o· )• ··.:. •,::; . .; < 

A pesar de haber mucha similitud en .. eLcuadro clínico de SIDA e.ntré los 
casos de infección con HIV~1 y HIV-2, se ha reportado un pe.dodo de late.ncia clí­
nica más largo en individuos infectados con HIV-2 (43-45).· Estudios 'realizados en 
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Francia de donadores sanguineos infectados con HJV-2 yJos receptores de. sus 
productos sanguine_os, han documentado ui1 período _de infecci?n. con HIV-2 de 14 
a 16 años sin signos· de inmunodeficiencia (44,46). Hay reportes .de casos _de 
SIDA por. HJV~2 con sobrevida estable;de' por lo menos 3 añosdespués del diag­
nóstico de SIDA (4~), En un .estudio.comparativo de casos de_Sl_D)\'por, HIV~1- y 
HIV-2, realizado por Le Guerirío (17) en elJiospital militar d_e ,Senegal, reporta una 
sobrevida. dos.'veces mayor eii casos de.'. SIDA poÍ HIV~2· en:compáraé:ión· cém Jos 
casos por•81v;1::si se,'considerá~quela-sól:irevidá'de;Un'·c~{so'de Sl_Dft.por.filV-1 
en este líÓspita1•·es:cie\aproximiÍ'damenie '5 nieses/_1,a'.cJife[encia'.eílconfrada'•es 
muy impoiianté. G.cídy y!cols~i(45f tií'ííil:iiérí}erlórtan yria :·sobrevidámayor; en .·ca-· 
sos de. SIDA poí'tf1V'2 e'n 'qostiide Marfil'..':;":/<·::/:{ _i!:.fü•'{ J'.1 :.'.·. . ' 

Marlink} coís:1(4B) 'realfzarcin Únest~dio';eiii 'prostiiütas del. 'oeste de Afdca, 
en el cúal no'eiícúe'ntran;diferenciás'.enÍre'etgrÚpo'cte:seropositiv'ás 'a' Hl\/-2 y el 

~~~~¡~ºgnJ~~~~,t~~~~~f~~~~~~t~~~t~~.r~~r~.;;·i~tüh5~~~~~~~Hj~f~?i.~~y~~~bªª~: 
bia ( 49). en el cUal en_cue'.ntrah 'qué láffécuencia :ae • Hnfadéríopatía •generalizada 
en el grupodépréistitpía's·séroposilii/as a'HIV-2es 3vec~s'.niayór,qúeien el_grupo 
control de sér6neigativas~LÓs resulta?ós;·cieUin estudia de comunidad re_alizado en 
Guinea· Bis'sái(mó'sfraronqüé•eL~¡'rupó 'd_e · séroposÍÍiiÍos•'a HiV"2: presenta dismi­
nución de, las 'cÚeinia~s''cifi'lirlfocitoi(CD4:t-'. y;de~la rel,aciÓn''cci4+~·cos, én compa­
ración con él grupa éoniról'.éie serone9ativos;•y\iue;Elri Jos'seropo'sitivOs que ·ade­
más presenfaliál1·;1inf~denop:áuá ésíós\iia10rés·,eran:má(bajós:é¡ueierí los .. sera­
positivossin"lin~f~d,~nopatíá .(50):\ .• ·.> ;~ '.%\ ;;} ;••:;:·!'/,':.,··;:~;;.;J;f:''.';:,\;','c- .;:\•····. 

En .. _1991•se;llé_vó ª'f:abo/una.investigación cón'úri grupo dé prostitutas• d_e 
Gambia, en ei cual'é:oiilpararOn e¡I és,tácio' iríniunOlógié:o.del grupo·deseroposifivas 
a HIV-1 con el grÚpo '.Cie'sero¡JosÍtiJás á,HIV-2i en elcu_a_I énconfrárónqueambos 
grupos preselltari alteración'ciE):Íá respuesta~inlTluné;isirí·.é'mb'.a'rgo~'.en.· el •grúpo• de 
seropositivas.aif:ÍIV~2 e1··¡ióÍii'entaje[de'éliríf6cito{Céf4'.¡:'1y···1a·.r~Jáción'.CD4+:cDB+, . 

=~~~1~Jg~~=~~t~~f~t~~&~~~~~~!~~~1~~~~~~~~t~~!f ;~l~~lt)f'cji::·· 
co prospectivo i:¡üe éompreinde' dé'J 985'a':1993,' realizado 'con' mujere's' infectadas ' 
con HIV-1•odón'HIV~2?en'e1;cual ericónfraron'qu.e'lás'ir'íiéctadás éórí HIV"_1. tienen 
el 67% de. pf'obabilidad •de :iener·'úna sobrevida .ae·s'.áños'1sin'sírÍtomas ,'de •SIDA 
en comparaé:iórícari:e·1 100%'eri.1ás • inféctadas·c'ón iii'i122/t:a•fr,é'2üéñé:iá··cié pro- • 
gresión hacia cuen!as•anormales de linfociios~CD4 .. +:~fúé'sign_ificaÍivám¡;¡rite menor 
en el grupo de.infeci::ioiles con HIV-2 que éri, los casas de HIVl1:Qtros resúltadOs 
de este estudio sugieren que la infectividai:{porvía:sex1Sa1 es de 5:9.Jeces rrierior ·. 
en HIV-2. Otros est~dios sobré transmisión. peririaÍal'reporta'ri qUe¡.la eficienéia. de 
transmisión vertical es 15 a 20 veces menor eri Hl\f-2·(53~56); :••' ,.,. ; . ··:' ' . 

Todos. estéis estudios.· apoyan la hfpótésis>éief.qu·e' HIV~1 :y HIV~2 tienen·. 
comportamiento biológico diferente, úrió .de 10sdeiérmfna11tes de .estas diferencias 
podria ser una menor carga viral en HIV~2. (57)';JÓ q'ue''se' ha 'determiriacio<enbase 
a estudios de reacción en cadena de la poliníerasa (PCR) y;póh1islarnienío viral, 
aunque también se proponen otros factores propios del virus o del tíOspedero que 
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podrían afectar la virulencia del HIV-2, para lo cual es necesario realizar más es~ 
ludios sobre las diferencias biológicas básicas de estos dos virus. 

6) Clasificación de la infección porl:H\f. 

Dado el espectro tan ampÍio •de las ma~ifestaciones élínicas del SIDA, 
además del rápido aumento en elco,nodmierito del virus y de:la•enfermedad, se 
hizo necesario establecer un sistema dE! clasificación dé los'diferentes estadías 
clínicos. En la tabla 1 se presenta Úna•é:ómparacion entre los estadios qúe consi­
dera el sistema de clasificación propÚes!O pcir .los'.· Centros de. Control ce enferme­
dades (CDC), principalmente por razón es de políiica;cie;salud pública, planeación 
de actividades de· control-preveriéióii;Gepó'rte ( de:éasos;y éstudicis epidemiológi­
cos(58), y sus. equivalencias éoii ·él'sistenia' prnpuesío 'po/'el ceritro hospitalario 
Walter Reed de Washingtón, E: u.;:'diseñadoprinéipalmente.para estudios clíni-
cos y de investigaC:~ón (5:\\: ·. ,-,;,: f' ' :i•t>'': o~ :·;; O; ¡;:• >. 

SISTEMA CDC ' 

CDCI 1rile~ciió~'~¿Gci~· > ,· .. 
·::.L:i~¡:: ::·:~.~.: ~<:- ::./'.·,. ~l::}, :~ ·:· 

A Enfermedad 'C:cinstiiuuva 

s Enrerriíeci'ad ;,~JF01Ó~1cii1 
• 

. ·, -.... , ... ·;;. ,',, ·,•;:" ·: ... .. ,( 

C-1 Enfermedades secúndarias . 
·· especificadas para SIDA, · ·. 

en;e1,c:o9.: .. 3, ; ::,;;,:,, 
c-2 Otraú'nrérrnedadés' ¡icir 

··· 1rireccióríes . ~;,é· . · ' 

o . cál1~eie;~·~1e~.ii~ci~rio~ · 
E 

,"~nµe?·ic6.~,9.I~~is!~?As · · 
·· WR~O ·,Exposición al virus 

~!;'($i~,~~~~~, 
wR-3 'Tá~~oo~2oo de1101~3< . 

Dis~üríción inmüiió1ó91ca: · 

. ,' ~:nerg'i';i c'uiáll~~ ~~;éía1 ... 
. . ·\: ~ .. _:;.~:r:: ,,·.~.-: .... · ... , ... :_ ~ 

'.·~·: .:: . 

,\":'.":. 
-~· .. 

T4:~:wó c~l/;nm3.> : 
· ,ii.nergiá¡otal, ;,¡ . " .. , 

· infecciones.pE!rslstE!ntes·· 

, T~'~;ºº~:11rn~~\,.,, .. · 
;. lrífecciones crónicas o diseminadas 

'-• .-1• 

Tabla 1.- Compa"raciór:J de los sistemas cfEÍ clasificación de la infección por HIV propues­
tos por los Gen.tres de Control. de ·EnfE!rmedades (CDC) y E!I hospital V\Jalt~r Reed. 
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7) Genoma viral. 

El genoma de los HIV es RNA de una sola cadena; de; tipo positivo, de alto 
peso molecular. En lá figura 1 se presentan.los genomas·de.los2 tipos de HIV los 
cuales se caracterizan por tener 3. genes: gag/'po/y énv tjue'·cadificári para pro­
teínas estructurales. del virus. En éimB6s 'éxfremos. dél 'geriol)l'á' se encuentran las 
regiones terminales. LTR qUei 'tienen fÚncioriés régt.Íladorás, 'Además ambos tipos 
de HIV tienen 6 genes qUé cod.ifican para'priíteíiúis'regÚladórás (60'.63). 

HIV-1 

. . 
Figura 1.- Comp~ración esquemática de Jos genomas de HIV-1 y HIV-2.' ' . ' . . ' - . ' . ' ' . 

En HIV~J'lo~ genes esÍructurale~ codifican para prnteín~s :qu~ forman la 
partícula viral o" qúe tierien actividades enzimáticás indispensal:iles para sú repli­
cación .. El gene gág codifica• éra ·un.a prot¡¡íria p55, ;que es. eí précursór de las 
proteínas de la' nucleocápside'de(virus (p24. :01?.Ypt5); pÓltien¡¡.la información . 
para las ebiimas;.tr~ris~riptasa: relier~á; (p5t,. p66); 'integrasá:;.(p31) 'y proiE!asa 
(p1oi y emi:co'dific.a 8:~r'3·.i1n'pre"cursor.glicasilada;·g¡:;15a Ciue esº?foc:esaé:tó. en .1ª 
glicoproteí n<CéX!eirria ;"de'.· inemtírai1á , (gp 120)', y;Ja : glicéiproteí na ·.tránsmembranal 
(gp41). ·· XL ':•·.·.··•·:T:t;s:>:~: rx•;;< ~i i<~:t:;1:;.,;·/N:on.:;&:/·(::·:::·i ;~.·.•·.·· ... 

Los ·genes qué.codifican para proteínás'reguíádora~'sé 'pu.éciena'grúpár. en 
2 clases: 1 )'geffes~quei producen proteírias)seni::iales'pa'ra fá replicación 'del HIV 
(tat y rev) y 2)'geríes' que re8,lizah.fúnCiones ai::éeso~ias queáfectan la•.íéplicación 
y/o la infectilÍidad.(Vi(rier,;v,or.·v,óué'ii f-:11\/~1 yfpx en' HIV~2)'.(64',65);':','"i L ., ·, ...•. 

Tre.s de kis genesifégü1aCi6re's tat,.revy riefi juégan Un ¡Japel 'mu'/ importan~ 
te en la reglfl~dón,de)~ ~x¡:ir,e;si,?~~y\ra1;•,_\;'i"-,/it;\2:;.;.:;,';;,;>:h:t ;f,. ( · .. 

El gen•tafco.dificap~ra·una•proterna activadora,esta',compuesto.de 2 se~ 
cuencias cod~ica,dorás•i:¡uése.enc~en.ír§n separadas;eíi)ilgeiíOina;y'qüe··11e.nen 
la informacíóngenética j:>áfa'próéiuci(uría'pfotéíria difusiblede•.a6'aa .• lacüalcon 
la interacción· de:ia·s'secuenéi~s de.loslTR's;;aumenta .la. expresión de' los ;genes 
de HIV y por .. lotariió la prad~cción'dé•nuevas partículas 'Virales,· La' proteína tat 
interactúa con una'.sécúeiícia nucleotídícá' corta;: localizada dentro del LTR 5' .de' 
los transcritos de RNAm· del HIV (66~73). De éstÚdiÓs realizados con los produc-



tos del gen tat de ambos tipos de HIV se. ha observado.que Ja proteína tat de HJV-
1 actúa igual en Jos L TR'sde Jos 2 tipos de HIV, n;¡ientras que. Ja. proteína equiva­
lente en HIV-2 no es ái::tiva enel LTRde HJV-1'. Esta activación crúzadá incomple­
ta ha sido atribuida al hécho de qué e(L TR de' HJV-2 ademas: del grupo de se­
cuencias. blancio, que son' comunes a 'ainbos•virus; tiéne'sécue'ncias únicas que 
sólo son responslv~s para eÍ trarísactivadÓí"prodúciido pÓr.éJ mismo (74). •. 

El géri rev '(reguÍadoriCl~; la 'expÍesiÓn 'dé prcifeínas viráfes), al igual que tat 
esta formaélo-por,:2'exone's '.qüe;co'dificanfpafo'ün<i"proieíi-ia?de·.116 aa; Es.ta pro­
teína ·es ,esehciaJ;'~á'ra\regÚJar.:~.el ¡ píocesamie11to~del ;RN~ni';y{ei'franspo~e, del 
RNAm complétci del núcleo al Citci'i)Jásma (75~79):/¡t;X~,;;;E ;,<;zA.,:<; :;} ''•· •• ,' 

El 'gen':néf(régúlacfor;fíég'ativo f'produce · Úná'pro.teí na :cuya función 'es·· dis­
minuir o déiene(Já expresión'l.'.líali;su:.5e'cuencia ·res¡ionsivá'~si;¡\encuentra .en el 
L TR. Se'.cree que)'iiér t.anibiéíl ;funéióna :áyudandéí:•a1 .· H1va 'pe'rmaííei:erJatente 
dentro del_DNfX de.Ja~~é1ú1~· ~·u~;íped (80~83);: · .; '/ ·<~/:t'.·f,:.>: ··•· •• · · 

El baláiicé' de :.la' acción de.· Jos productos· reguladores ,de \tat, •rev y proba­
blemente11éf deiérmíriá qiie el virus se expresé en un niomi;¡nto déteriniriado y por 
Jo tanto controlii\el'desarrollci de Ja infección y el que ésta sea coiitroladá; latente ' 
o lítica (84):'Esté•fenómeno de regulación positiva/negátivá ésiil:rélacicinado con 
la patogenii:idaéldé las•distintas cepas. · •;> '~ ·<. · : •,; ... 

La proteína producida por el gen vif se encuentra enfas·partículas. virales -
maduras (85;86) es muy conservada entre las distintas:ci;¡~ás'.(aún de H1Vc2) y si 
muta nci se afecia lá·replicación viral. Se ha probadÓ qúeJJá ;·próteíná 'códificada , 
por vif confrolá la actividad de las partículas virales Hbri;¡s (B7)~;:Jás 'éuáíes 0dismi- -.· 
nuyen considerablemente su capacidad infectiva si ei gen sufre 'muiaciones:C, i ' 

En cuanto al producto de vpr, hay muy poca információn; :sé sabe que in­
duce anticuerpos en individuos infectados y paréi:e;estari,in'vó1uérado'én :e1 au-
mento de la producción de virus.(88,8~). ...-"" __ :., ._.,, .. ;''._::J< ~:}l ·;>~P~::~;\(;;: ._:·::~_,- _ .. -_. -: 

Los 2 tipos de HIV tienen un sexto genféguladór,,vpu'.e,h;ljJV-1.yvpx en 
HIV-2, este últim_o también se encuentra en .SJV/(65i90, 101)::'.Effprodúcto:del gen·· 
vpu parece estar relacionado cori el fenómenó:éte ensarnbJáje,yHberación de par~ 
tículas virales de las células infectadas (101 )o:;. é i¡;;¡,";;:}'.'i"' .·.¡L:,<, ; .· :, L· . · 

La proteíná vpx se encuentra aso.é.iada .a las partícula's maduras y aunque 
se desconoce su función;:ré6ienten1ente se há visto'que las. párticuJás.virales pro­
ducidas por una· Clona, de, HJW2 'mutádafon '••ei .. Qerjf vpx; no pueden' infectar linfoci­
tos humanos tréscos·y,sipúed~nÍnfei:Í~Íc'éJ~J~s'de'Jínea~ iJiTior~I~; CD4h104); · 

Además. de, Jos' marcó'~ de. le'cturá .'fod os• JÓs~genorííás .tiiliien 'Linas r~giónes 
llamadas repetidOs'termin'aJ~s Jargo's (LTR) esenciales'para Ja.tránscripdón rever-

sa, la i~:gr:~~~g~~~~1~~~~~i~i~~:.'ei~~f Lt~,5~~;>.·':t},)ü.; 'M '2·Q:.·F·.>·-·· .· .. 
R: Secuencia. directamente r'ep'etida (12-259 bases,'97 en'+uv-1) Ja:cúal, durante. 
la sintesis de DNA forma ún'pÜeri!e para Íransferencia'de' iá cadéná Cíéciénte dé 
un extremo def'gencimá af otro ' ' •, ' ·:> ' <; '. ' ,)' ' ' 

U5: Secuencia .única (80:200 bases/82'e~'H1VJ) adyaée~te ~·R.< ;; . . : 
PB (de primer binding'site): 'si!ío'de unión' para él RNA de transferencia (tRNA) 
que se utiliza comci)nféiador para 1.a·síntesis del DNA viral. En el ca.so de HJV,.el 
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iniciador es el tRNALys y el sitio de unión consiste invariablemente de 18 bases 
complementarias a este tRNA. 
Región Líder. Es la secuencia entre el PB y el inicio de gag. Usualmente tie.ne 2 
funciones: es el sitio donador para ·e/procesamiento del;mensajero y además tie-
ne una señéjl importante.para el ~ñsan:ible de los viriones:>7 • ; · .. · ... ·· • . . 

Regiones genómicas'definidéjs:en e.1,LTR 3•;; ' > · .. · ; .... ·· · 
PP (tractodepolipúrina):~Un'grÜpo''dejo'.o inás're'siduos'de G\/Atjüe niarcan el 
sitio de iniéio de lasírÍtesis :cíe/a cádena pcisitiva•cfe DÑA''' !'•.,; :'• ·•.·:·· ... 
U3: Región 'ú~ica''én el: RNA

0

•¡:)rííxima'ai'extremo ·.3'~ qlie '.va da en ./~ngituddesde 
200 a 453 bases:' Cuando se'ha'forníado el DNA'proviral.~e/. l:TR 5'• adquiere esta 
región, qUe·'ccirisi;te ¡:Írir,icipaÍméntede'.secÜenciasrelacio·nadas' corí el·inicici y la 
regulación de iá'fráliscdpción:' '> , .• o >:, · .... > ,;· "' ;<• ;,.; '> : , . · · · 
R: El extrem,o 3•:'de/'RNA (tkái contieneuná segunda ccipiade·/a secuencia repeti-
da idéntic.a a la'ide.1 eidremó 5'. ' .· . · . . . ... >' ': >r.:c•.;• . ·" .· 

Toclcis:los•elementcis de los LTRs de HIV-2son'más lárgo~ .. quei en HIV-1, 
US es de '125:/Ü3'·5S6 y' R 173 'pares de bases y 'en HIV-1 son'cle"82;:456 y 97 
pares de bases'respectivamente (11 S); .. · ·. ·.:. · · :··• ..... · .. ".\ · .. ·. ··. ·· 

El a'ná/i~is dé los producto~ de transcripéión de.HIV-2Jndir;a quei estos son 
similares a los efe/ HiV71 ;'un RNAm de 9 Kb que corresponde al franscri!O comple­
to y 3 tipciscfe RNAní procesados que son de 5, 4:5 y 2 Kti respéé:íivamente: 

En los vidones el genoma esta presente en 2 copias unidas una a la otra 
por apareamiento cié.bases en múltiples puntos,se•cree:qúéjapresencia de··2 
copias permite un al.to nivelde reparación del daño cie·una sola'.cadena deRNA. 
relativamente frágil (117,118)> · ·· · ··. ··. 

:, ,, .. 

8) Ciclo viral;· 

La infecció~ ~mpieza con la Unión del virus a través de: su glicopro.teína 
externa gp120 a un receptor celular; que se ha identificado como la molécula CD4 
(91,93). La presencia de esta proteína en una célula marca· su susceptibilidad·~ 
ser infectada por el HIV. · . · >- « , ·. • · 

El dominio de gp120 responsable de la interacción con CD4.esta··1ocalizadci 
en la zona carboxilo terminal de la molécula, alrededor del ªª 400:..L:a unión ele 
gp120 a CD4.es el primer paso del ciclo y la fusión subsecuente de. las memtira7 
nas requiere de la membrana viral, posiblemente gp41 y·de,citrosfactcirescelula~ 
res. Recientemente se ha encontrado que uno de estos factéire·s es la: dipeptidil 
peptidasa IV (DPP IV), también conocida como CD26 (105). ·Esta prcite'asa:de se: 
rina corta sus substratos en secuencias específicás, las ~uales iestán altaménté 
conservadas en el asa de V3 de HIV-1, HIV-2y SIV. ·· ·'·: ;,,"•'.:,'.'.~''',':' >.· .:; ...••. 

Una vez.en el citoplasma, la nuc/eocápsidé se desintegra y son lfbe~ados el 
RNA y la enzima transcriptasa reversá. Después de'u'n.a série de procesos«entre 
los cuales destacan la unión de un tRNALY• cómo iniciador"de la pplimeriúú:ióii; a 
uno de los extremos del genoma viral, y la duplicáción de ambos :extremos dei 
RNA para completar la· estructura U3-R-U5 .de. lcis: L TR, · se· inii:ia la síntésis de 
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DNA por la TR que utiliza como molde el RNA genómico viral; a esto sigue la de­
gradación de la hebra de RNA del híbrido DNA-RNAmediante la actividad.RNAa­
sa H de la misma enzima, la cjÚplicacióri de 1á cadena deWNA y la irité'gración del 
provirus en él genoma del hospedéro mediante ia acción.de la integrasa (p31) que 
también. esta codificada por 'el gen· po/{94,95). La célula queda' así' perrriánente­
mente infectada y con él virus integra do en forma permane,nta:?,',f ,;;, '·. · · · 

DespUés·de un pedodo .. váriable;er(el cúálelvirUsintegrado períl'lánece en 
estado de latencia en lá éélula Ínfectadii;, él geinoniavirál comiéiriza •á expresarse, 
transcribiendo . y traduciendcrlos )ienes •. iallfo ;eisiíúCiUrá1ii5'.con,a'ireí:iuládores:•. sé 
cree que esta expresión esprÓvocada'poralgún'estímulo,a'ntigénlco sobre la célu­
la, que en condiciones no'rrnales':de'sehcader]a la síríi~sisde RNA;ceÍúlár; pero eri 
células infectadas, se reáii:zá;simultán~ánieintela· sííi'teisís de)'{NAvirál:'Utilizárido 
la maquinaria enzimáti.ca éelÚlar/f>ira.1.a',tráiis,cripcióij?';il;"I}•t;;~:;iíi!(;;,;;c(;•.·.• •. ·· •. • • 

Al parecer la e)(presión:tempraná .dé los''génes;virales~des.emboca ·en .la 
síntesis de las proteína~ ~ei:iy)ag~rél:~j(s~)jse_ h~p ~Qc:89t~~-~ó'.üfü1; 9f~nifariedad 
de RNAm producidos por.procesamienfo.:d.e transcritos'_d.e c¡:¡si)a totalidad del ge­
noma viral, de los cuales se odgin'an'los mensájeros'.pá'ra las difereiifes'proteínas 
reguladoras:(97-99) .• /· .~;~;;~ :;,(, !: ... ::., < ,,:; i\-};;/•;',_,:~'.:;,/:.:;i~;;;¡;;;r.¡,•, ~.; .• ····•· .... 

En la expresión tardíácfel virús•se produc~ii' las proteíná'(estructúrafos. De. 
un transcrito viral. éie':casi fáz1ongitii'd totaitdeí pf6iifrus~se'•sir\tiiiií:a é1 ;'pre.cursor de 
envoltura, .que es')glicosijádo en .'e1:ápárafo:.de''Golgi y posteri0rfüenie)es\cortad6 ·. 
en las unidádesgp12o y, i;¡'p"41;i Es'tas•préiteínas':se'.integrari''en'cia méilib~iin.a de.la 
célula infectad.a:%?<i'~:Xt~~;.;1·••g_ :;'.'.?:·•;:···;:· .. -'-.~· /~ hi\~+::.;;1/f\füi: .:~~-~ '~' ··.:.··,· ··.·. 

O.e Lin•segUndo transcrito •viral. que incluye: los. geí]es•gag·y;po//se··sinteti- · 
zan las: pr6teínás\de{láiiilicleocÍ3pside; 'así 'como·.las eíízimas~vir'ales (100,102). 
Este transcritci'.viral es traducido como un· precUrsor dé .1 ao;J<D?el éUál ·se; une en . 
un extremó a la ni'enibrana'celular. ·Mientras eLprecursór permanece. a'nclado a la 
membrahá,la proiea'sa; c~oaifica.da.por estE! mismo· marco de ,lecíiira{103);frnaélura 
a través•de'un ¡:rr()ces()'de a:·ütócatálisis y permiteel.procesamierííO''de' las;difereri7 
tes proteína,iíYdfi'larnucléocápside, p17 queda Unida~ la;me'riib~ána;p24 forma la 
cápside delvirlii(y,p15 sé corta en p? y p9; que se asociaii,a dos.moléculas de 
RNA de 9;3 KD;zcjue son acarreadas hacia la nucleocá¡)side eíí fÓrmacióri. . . 

Confoi:me'madura: la' nucleocápside se. vá formando"Uná• nüeva partícula 
viral, la éuai'es'iib,erada 'por exocitosis; la cual.es capaz de transmitir la infección 
a otras céli.ilás (75;76, 104;107). ·· · · · · · · 

' '. ;-;,; 

s) Antig~llicidad. · 

Todas'.Jas'protéínas codificadas parios genes estructurales de ambos tipos 
de HIV son inmunogénicas in vivo (tabla 2). · . . . - . ··. . 

De ¡¡stÚdioSrealiiados para vérel grado de reactividad cruzada entre HIV-
2 y HIV~ 1, se encontráron anticuerpos contra proteínas codificadas por J6s genes 
gag y poi de. HIV,1 en la mayoría de gente infectada con HIV-2 ; En estos estudios 
no se encontró reactivi.dad cruzada con las glicoprote.ínas de Ja envoltura (108). 
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GEN 

gag 

poi 

env 

vpr 

vpu 

vpx .· 

vif 

tat 

rev 

nef 

HIV-1 

ProÍeasá\~,, , ,·. 
} :fr:anscriiilBsa rever~·~·•···· 
· : 1rí1e 'fása <Ji' ··~,;· :,•t· . ·•··· 

: Glicop~oi~in~ e*~rna : \ ·· · · '·.•· 
Glico · roteiná trarísmembranal 
o~'~c~;~o:~id~··; , ·,, -:-: :·· 
Li~'e';~C:iÓ~' ~~~i~·~¡~~ vi~ales 

,. _., - ' - ~: ·• • ·.? •• , •• - : •· ,,;, •. ,, . ; • 

· :oascorioéida\ :;, C: · 
·.,. Fa'cior.'cie·'¡nf~~ti~id~d viial 

R~g~~d~~. +;, f ~a~s~~li~adClr 
, Móciuiadar.de1a expresión· 
'' de'protei~as 'eistiuct~:rales 

..• Re 'ü1~ciof"ne aÍivo te~ rano'· 

Tabla ·2.- Productos proteicósy fuílcione/c!e1ós9eri;s'~~fr~~¡'j~~i~{t ;:~ul~;ci~ies de 
HIV~ 1 y HIV-2 .. *vpx solamente esta presente ',en HIVc20en · substitÜciórí. dá vpÜ que, es 
exclusivo de HIV·f·:. , . ··.· ';H < ·· :;; i]·c( 

parte i;t:~~:,~~~;¡~;~t~ q~ás~~f ·6l~~~~=~é!.~~~r~lu~·~~:iJ:~iff J f~i:í ~~sé~~b~~. 
las proteínas• de la·envóltu~a son las 'qUe. seC:ónse..Van'·mericis<y son espeéítié:as·· 
de tipo (ff. , :·>.:•:::· < :; ·· .'/:,,: r. · .::'::<•';:'>:"~ ,;\ :' ~ · > ' .. ' t: .<:i ;F •'.,· .... ·· ...•..... 

Los es tu.dios •de '.neuiralización tia'n · mos,trado '.que: uria 'gran:proporción de: • 
sueros' HIV-2 pó~itivi)s •,son capaces' 'de neúfralíiar aislados,· de HIV~2 y'.:áderiias 
algunos aisladosAe:HIV~1.,Eri.cu.,¡nto.a, la· neutralización éle'áislados(deHIV,~2!por 
sueros• positivos .a•• H IV:1 ; . f!.Xiste•. un 'F;cico, de; ccintroversia; \1a que\·¡¡íf~ uri'. estudio 
realizado' por'IJVeiss'y cÓlsj,~(109)!-~e,ncÜenfran;~que• .. los_~'sueir'ós': pos'ítiiios;'a: HIV-2 
pueden neü'traiiiá'í"cepas 'de· Hl\¡~1) de HIV-2),'aúnque. con •el .virus. tíeierólÓ.go.el 
mu10 de 'neutraliz~éiéin.85 iíiencir?Y.cÍüe.•16s'suéfos 'p0sitivci5~:a'81y:1 ;J1ni2á'meríte 
neutralizan .cépas •. ·dé~HIV-f. En otros estudioso Blenda .Bottlger;iutilízando~otra 
metodología':encL_enira~ qü~'.1á:iieJtralizaci6ri' cr~úú'.la~es biélírecckin'a1; y que,cón · 
el virus heteróÍogo los.títulos de neútralizaéionscin meno'res.h.1 Ó);' . . ''' ,, ' . ' .•. . 

Sé hari prcibadci casos de infecciones dobleúon HIVc1 ~j:HIV~2 eri pacieri~ 
tes de Africa: donde ambos tipos de virus son endéniiéos,(16,18;19).,Sin embar­
go, en otros países como Estados Unidos, Francia, Italia,· Inglaterra y algunos 
países de América Latina como Brasil, Horiduras y Chile, ,se ~án)epOrtado casos 
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de reacciones cruzadas entre las glicoproteínas de envoltura en especial con 
gp110 de HJV-2, en individuos en los cuales únicamente ha sido confirmada Ja 
infección con H.JV-1 (17,15,111-114). 

10) Similitud en las proteínas de HIV-1 y HIV-2. · 
,;, . . 

·Al comparar las secuencias de aa de HIV-1 y HJV-2:se ha observado que 
las proteínas más conservadas son las codificadas por.Jos genes gag y poi (58 y 
59% de similitud respectivamente). . ... ,: : ·~ :\<\: .<· · ·.·. 

En Ja tabla 3 se presentan Jos datos de similitudepcontrados·al comparar 
las secuencias de aa de Jos productos proteicos de los genes estructurales y re­
guladores de HJV-1 y HIV-2. Como puede observárse:'íá prÓteín'a.estr'ucturaL que 
presenta menor similitud tanto entre cepas de.;Hl'(.~t.:di~er9en.ies,:(arnericana y 
africana) como con HJV-2 es la gp externa. Esta· glicoRroteína:presenia pequeñas 
regiones de alta similitud, las cuales están Jcicali;¡;ád<is en\zonas altamente con­
servadas entre diferentes aislados de HJV-1.j 'que:·podria'ri i::orrespórider a domi­
nios tunciana1mente imParta~tes' paái !ª ·¡~te~tiYifiap v.¡~a1:<.~,_ "------~~~::~~-. -~·: __ · ~-:>. 

La glicoproteína transrnembrarialde iodos :.es.tos virus 'es. ú'n poco más con­
servada que Ja gp externa, ya. c¡ue presenta :iii:i'a ésiriiilitUC:VdeJ45.% .e'ntre HJV~1 y 
HIV-2 y entre aislados de .HJV-fsu ,itariabili,i:laq;es·.~~'~or: 1, .. "~; )'(F:i: /' :·: ':· .· · 

.'~;:,-'. .. .'-' •'",•O:,;•' '.~,.:;:~·:.~.;;~.7_::; '~r·', 

Tabla 3; Slmilitu'Cie~c~bservad~·~ ~nimillo~6idos'de difefe~les régiones del: 
HIV. Las cepas 'de.l:HV-' 1 éjuei se' compara~ sori .HIV~1 /MN (US:6-) yL . : ,··· ~· ..... ··: 
HIV-1/ELJ (AF,R). Cas~cuenciade Hlt2coúes~onde ali cepa HJV,2/R.?D. . .. 

·En ~éxi~~:.¡e}~~· ~;n~cin\·~J~" i~ 7~ .··~~·· r~~biiví~'ad·~~~~~ba'c;~~ ia'~Jicopró-
teí na externa ·y un 30°/o. con Já• gJiCóproteina franshiem&raiíal gpá2 de·. Hl\Í~2. en 
sueros HIV~f pÓsiÜvÓs;'no·habiéd~ose·confirmado én ningún casci infeci:i6ii. doble 
(115). · .. ·, . ,· ;· .... · ...•.... · ..•. •.· .. •. s<····.··· ·• •• ...•... · · . ': · .•... · 

· .. Estos r.esultados,·indi,can:.que~.ay .. epít,op,ciscomunes e'ntre Jas.glicoproteí­
nas de envoltura de HIV~1 y HJV-2,~ y que.el grado de réactividad entre personas 
infectadas con HIV-1 varía de,un individúo a ótro,)o .i:ualpodria deberse a dife-
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rencias en las cepas de HIV-1 o a diferencias en la respuesta inmunológica indi­
vidual en estos países, en especial en el grupo de países de América Latina en 
los cuales únicamente se han probado dos casos de infección doble en Brasil. 

Eri este irabajo consideramos importante definir si las reacciones cruzadas 
entre HIV-1 y HIV~2 observadas'en México scin debidas a que las cepas virales 
que circulan eri nuestro país son más parecidas a HIV-2 o es parte de la respues­
ta inmune individual de cada región,élo cual nos ayudaría para evaluar si vacunas 
diseñadas para otros país'es podrían ser útiles en nuestro país o si es necesario 
desarrollar vacunas más específicas de acuerdo a las cepas virales que circulan 
en cada región. , , , ' · 
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II 

OBJETIVOS 

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

sueros de individuos mexicanos positivos a HIV-1. 

• Estudiar la reactividad de estos sueros contra la pro­

teína transmembranal de HIV-2. 

• Establecer los posibles epítopos involucrados en la 

reactividad hacia la glicoproteína transmembranal de 

HIV-2. 
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IIl 

MATERIAL Y METODOS 

1) Material Biológico. 

SUEROS.- Se seleccionó un grupo de 654 sueros de individuos mexicanos, de los 
cuales 492 son positivos y 162 negativos a HIV-1. De los seropositivos se obtuvie~ 
ron datos sobre vía de transmisión, edad, sexo y estado clínico; , .. , ·· 
VIRUS.- Se utilizaron las cepas MS .de HIV-2 proporcionada por Ja Dra. Phyllis 
Kanki y Ja cepa lllb/LAV de HJV-1 establecidas permaneritemente:en células Mol!. 

Estas cepas se mantienen en cultivC>.en;me.d.io.~f?Ml'.)64() con ,10% de 
SFB, 1 % de antibióticos/antimicótico;, a 3?°C'. ca~ fió/o cié' co;<y 100% de hume-
dad subcultivandos\~·2ve·~'~s'po~ ~ema~a:· -~> ~~·· ·;> .:::: ,.· · ···\ · · · · ' · 
2) Ensayo ci~ ihm;Ü'n~t1d~r~~c~nrii~p~~~,.'¿~~t~~1 cie.ciJltiV~s·~elulares. 
- Tomar ,una muestra de¡1 ~2.ml .deÍ cultivo,1 o 2 día<d~spués 'del, subcultivo: 
- Centrifugar.a }250 rpmdUranté ,5;miri:~ ·:o•:•;i;)',''.o':;:·· :;:: ',:; '',.,··· ;. · · 
- Remover el scibreriadaiite:(SN)'.".Javar J~s'c~J~Jas;cori 5 ml'd~ 'PBS. ,: , .. · 
-Tirar el SNyi.resus'pen'derlas:ééh.iJas er(1rril de'pBS:'5{' ;: < >' : · . · .. · , 
- Colocar por 'duplicádC>';:15:Jil !de. la. sUspensiói(erif os~ pozos .de uiía Iáminilla de 
microscci'pía: Procesar ~n· para le.lo 'célúl§I s ,no~if1f~ciadas comocor¡trol. Déjar.sécar 
toda la noche.'én lacampa·na'de olosegurid.ad:'.' ;¡i;'''~'. /X/; ;,;. :i· ; • .. . .· .. 
- Fijar la·larni?illa):ófl'aceto'ri~ fría''duranteo1q mirí;•dejársecar y procesara.·guarc 
dar a· ~?oªc'ili~ia ~u"Liujifá~(ón.·:~·L:.~~- 'l'.í?;·:;•.· .•. y·;y/Y'"T•. ;< '¿ .. ··:: .• ·. : ... · ••..... 
- Diluir el !iiieréí pC>sitivó utilizado páradefeC:cióh 1 :4 eri PBS y añadir 20 ¡JI a é:áda 

~~::~bar en j~a"b~*~r~;hú:iAed,~ .. ~.~7~c':d:J~a~i'.~ 3~'.~'ir; 7:. ; . ,;,., '. '.''·······.. . . ' ' 
- Lavar lalamiiiilla'con PBS.2 veces por. 5min co,n agitación;' Hacer un,terceíla­
vado con aguá'·biéiestilada y'dejar.~secar al aiíéLoslavadcis:s·e,deseclian ··en so-

~u~ii~~rd:,s~~~~ba:J~.'·~~t;:{rn¿·;,t%~;~[;if¿~¡~~~~¡~{t~'H~ci~rf"'~J~\;:~ci1b~ar•2o···~, 
en cada paz?. ·.,·· • . . ' ,; ,, ·.· . ·'. ' ' . '... ·.··. ,,. e 
- Incubar en uria éámara h¿meda a J7°C cÍur~ni~ 3'0 miñY ¡:, :f, '>/ 
- Lavar con PBS 2, veces por 5. min. .. . ... ' \ >; .: , .. ,' ·.:_e;: :':f .: ',' •"-· . , 
- Colocar Ja laminilla en una caja de Koplin con,50 mi de.agua bidestilada.·y 500 µI 
de azul de Evans al 0.04% e incubar 10 min, a tempeí:atúra'ambiente. Lavar con 
agua destilada y dejar secar. ' . . . . · ··.: .' '.'.'. ;;;:;:. , .· · ·•.. • . 
- Montar la laminilla con gliceraldehído al 50% enPBS::Observar con microscopio 
de fluorescencia inmediatamente, o almacenar ~·,4°C.~ÍÍ. ia'~b'scÜridacÍ. . 
- El verde manzana brillante indica unión específica de.Jos ániicuerpcis mientras 
que el rojo, amarillo o verde claro indican un resultado negativo.(161); 
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3) Preparación de antígeno de HIV. 
Expandir Jos cultivos a .Sbotellas F75, con un volumen de 30 mi cada una, 

a una densidad de 500,0.00 cel/ml. Jncub~r nhrs; a 37~C, co~ 5%d,e.C02 Y 100% 
de humedad. Cosecf')a·r el .sobre(ladante; {SN); é:eritrifugaqdo. Jéis cultivos .a 2500 

rpm po;i~t~a~l7'sN a·¡r~~ég",~¿·:¿~~~;~~J)~~~;~~·ó;;4~;·limJ'·~:~~df~~ai~, SN sobre 
un colchón de.3 mi de·sacarosa al20%'pór2hrsa'25,.ooo .. rpn{firarei.SNy dejar 
secar Ja past.illa:viral. Añadií;200µ1,cie' soJÜéión'd.eJisis.·áéadá.\tuboy agitar¡•juntar 
todos Jos JisadÓs eri•Uri solo· tubo y'mezclaf bie'ri'. Separiir'. 50 µ(P,ára Ja cuantifica­
ción dé proteinas:~Añadir2cio fll diúiólué:ión.de'niüestras 2.X por. cada íUbo; hacer 

i~f ~~I~~11f irJÍícCf ~YJr~'.:i-2f c.ta~;~ .• s~:"us;~;'.\•1;~Í~·;··0,··n>t;·:! ···· . 
20 g de Sacarosa en 100 mi de,PÉlS. Filtrar por una m~'mb~ana de;o:22 ¡jm. •·.···. 
Sotui::ión de' lisis.,:. {}X ••. -Y . . - . . .. Solución 'i:ie 'muestras 2X (10 mi) 
Tris HCI : O.OS M • ' Tris HCI o:s M pH 6.~:~ . . 3.2 mi . 

~~~1 
··· ... •• :'.··• g:~so/~ · ·~f¡~;~~º7X{.'(!;f · · ·- .. ~ ~: 

Tritón X~100 . · .1·% . . . DTT:':oi ..• ···r•·•. f· ... 0.308 g 
Ac. deoxicó/ico 1 % · · Azul de· bromóféno/C:· . 0,25 % 
PMSF !·:·, '-'/. f~ni~;·~, ·Agu~_.bi_~eStpa~-~>:·:: "'.: O.B_ml 

4) cüá-~tif;~iCi'ón á~'J)rbteínas'pore1'1i6t~:Cíb'~~é~~dto~éL·. •.·· -
Los ríiét9aos·C:óJcirimétriéos'útiliz'an • uná'cur\la' están'ciár'consfruida. a .. partir 

de difel'entés conC:entráciones ccináéidás é:té una proteiná'de referencia en este 
caso albúmina s.ériCa bovina (BSA):EJ valor·de'ábsorb'áiicia~·di;términado para Ja 
muestra problema seiriterpciía'en)a ·curva; permÍtie'ncio C:cl'nocersu conc'entraéióíi. 

·.·.EL m'étodéi de Bradforc(mod~icadó presénia:varias•:ventájas':sobre otros 
métodos;·c:oh,ó es, Ja rapldez'de'.s'lí'réalizadóíl' y'. Ja 'útilizáción ·dé cantidades pe­
queñas .del reactivo co'me(ciálBl()~RAD'prOtei() ,l\ssaf Este méiadéi;se. basa en. el 
virajé propor¡:ioi:ial 'cfeJ ~azuf brillaíite de'coéim'assie G~250. con respecto a la con­
centración de··;prcileínas:;EJ colorarite;se':une!a"i-ési.dÜosde'argininá y en. menor 
proporción á histidiriá,'Jis.iná; tÍiptótanóYfenilálanina (119): :\ > .· · · • .. ·. 
Procedi(,;ieríto. ,;.:;.;;.L~'/ i~}[ {i_)' ~ .. ~::: §!~_,:';. f:k:') < Y.\ . ·. ·· .. ···.··. -. . · •, .· · 
1.- S.e .constr.uyeu¡:ia curva.·patrori,con·.albur:nma,senca .bovina ,(BSA)·a una. con­
centi-ació,nde .. 1)ngtnil Y;¡¡ e hacendilúcioi;íes'de las mUElstras•problerná tal.Y como 
se indica en la ~i~~,i~~\:}~bla'.··~ •. \. ''> '"; :>.";'> !;; ',S H'-'>;:··. ': J'· < ··.·•· .. • · 
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2.- Leer cada muestra en un espectrofotómetro a 595 nm. 
3.- Graficar los datos de la curva patrón (1-5). 
4.- Interpolar los datos de la muestra problema. 

5) Preparación de nitrocelulosas para el inmunoblot. 
1.- Preparación de geles discontinuos de po/iacrilamida (161). 

La concentración final de acrilamida determina el rango de pesos molecula­
res que pueden separarse adecuadamente en un gel. Para separar antígenos de 
HIV se emplea una concentración final de acrilamida de 12.5% en el gel resolutor 
y de 3% en el gel concentrador, en una cámara Miniprotean 11. 

Gel resolutor. Gel concentrador. 
Agua desionizada 3.35 mi Agua desionizada 
Tris HCI 2 M pH 8.8 2.5 mi Tris HCI o .. 5M pH 6.8 
SOS 10% 100 µI SOS 10% ,: : . . 
Acrilamlda 4.0 mi·· ·· Acrllamlda/Bis·30%· ..... . 
Desgasificar 15 min · . . Desgasificar 15 .mln;:. : ,.; 
Persulfato de amcinfo.10% .: <. 50 ~(;, ':. P,ers~lféjt() .. de amoriio.10% · 
Temed ... ·.. ··;'.. :·.· 5µ1,'/•., .Temed•.:~ •.•... ,;·· .... 

SOLUCIONES.; . ~.·. 
Acrilamida 30% bis aérilamÍda CJ.8%: , Tris'.:c/ 2M pH 8.8.' .. ' 
Acrilamida··•··:· ,.·'·::•:J . .. ·.•;.•30 g· · :Tris Base ....... '' •.: :·. '·' 
Bis-acrilamida ' : > · · < : : 0.8 g · 'Ajustar ápf:j /:'~'. .. , " .. 
Aforar con agüa dda;•. •100 mi.· ',l>.forár con agua_d~. ~ . · 

Tris-CI o.·s MpH 6.a: ,. 
Tris-el .·:.. · •.>-.•.: · · .... ::.a.os g 
Aforar con aguá 'dd á .. ' 100 mi 
Ajustar a P.H ·¡ :· .... < '': · · '.6.8 

: :~' 

Soluciónd~ tr~~~(~;ehcú ;o X .·. 
NaCI . · ; • · " • 29.2 g 
EDTA •, ,·· .··' F.:: .'6.724 g 
Tris-Base. :· 12:11 g 
Aforar cori agu~. ~.d a, : : 1000 m.1 

Soluciónde'l~vaC:J;. · ·· ( · ·• ·· 
Tween 20. · · -.:· •: .. >•·· .).·o.'2 mi•":· 
PBS . '• .. :· .... , ' 100 mL:/ 

': ~ ._' 

Pro~~q~fnt~n.t9/,~ ,_:':. _.,_. -· . .--.. "'· ,. _. .;.,,. :::-~> .·' 

3.05 mi 
1.25 mi 
. 50 µI 

0.65 mi 

25 µI 
5 µI 

24.2 g 
·.' : 8.8 
··.·1oom1 

3g 
·100 mi 

- Verter.6.8.ml de la mezcla de acrilamida de gel resolútor/ . : 
- Añadir en_ lá súpéÍficié amortiguador de pH del gel resolutor(Tris HCI 2 M pH 
8.8) diluido 1:5 _en agí.rá bidestilada (dd). .· . . 
- Dejar polimérizar; 1 hr:. . · . . .. 
- Tirar la soluéión amortiguadora y enjuagar con agua dd: 
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-Añadir el gel concentrador y colocar el peine adecuado. 
- Polimerizar por lo menos 30 miíl, · 
Cargado de.la muestra. , . .·.· ·,·.·. , , , 
- Quitar con cuidado' el ¡;•eine'; .·.:.· '· . . . . . ' . . . . 
- Enjuagár Jos pozoii con solución. de corrida 1 X y secar: con 'papel absorbente. 

,· -:" -·'.·.· ·'··'·"'··~·o··-:··~-··:-·.·.,.:·-- _.,· .. ·" .. _,._., ~··"· .. ~. :··: :·.· 
- Incubar el.antígeno a 60 e¡ por 30min, 25~ µ~de proteínas totales por cada gel 
para geles preparativos:·,; ··.,,. "..~ .. ;:.,, ,.;> ·,, :,·:1,,,' ,·, ,,,:·,, .:., · . •.•. 

- Colocar.Jos geles en la'cámaraj'áñádiísoluciÓn~e corriéfaJX'. ,.·.·,.~:· 
- Cargar con cúidadÓ Ja múé'stra,cÍe áritígena·e'n ioda Ja zoria,del geL'En el carril 
control cargar el marcador de :'peso níolecÚJari(S · jJJ d8 níarcadoi: ¡)reteñido· ázul ·o 

'cªoi~~1'd0aw)d:elg'el ·" ') •·. .,,,.. '' '> .. ··. ·. •·.•. ·· · .·.-.·.•·.·.·.·.·.·.'.·:·.· ··<'•i•· 
'" . . . ' ·' •:·:.- .. .: ;.;~; . ' , .. ·.• '' ' ·. ' ' •, . ·;. ' ; .··:·,. . . 

.. Aplica~~º--~ ~7 ".~r~1~n_t_e;.::·._': . . _ . ,_ .... ,.., ,, _, _ _ .. ·, .. _,· _::_~ .. :'.'':" __ " _ .· .'. 
- Obser\iar, el coforante y pararJá'cÓrdda cuando éste llegue a Ünó o dos mm del 
borde inferior .. ~. ':!''' .,.,,· ,, ,, . '/··.;c.,.· .. ·. '>' •:•:',\ 
2.- Transferencia delos antígenos separados a papel de nitrocelulosa:. :.:• . 
- Cortar 2 pedazos'de nitro.Celulosa (NC), ligeramente mayores que Jos' geles. 
- Remojar fas NCen_s.oJüci6n~de transferencia 1X por Jomerícis 30min~ · ·. · 
- Sacar el-gel; desectíar'el g¡¡J :concentrador y,. lavar. el gel resálutor con solución 
de transferencia 3 veces por 10 min cada vez con agitácJónligera::.' i ; 

- Preparar el sánawicli de tíansferenciá de Ja siguiente manera:: ·· · · · 
- c.oJÓcár ui:ia hoja~e·papefaluminio'Papel.alúmiriÍo>~~·:: ~·; 
- Poner'enc.ima .úna'h.oja .'de envoltura de.plástico~"Ega • pack". 
' ColoC~r ún vidrio ligeramente máyor que el gel. ·. , . . ·.·.· ·.. ., .. 
- Poner. 3. hojás de papel filirci, mojadas con soi,úCión de transferencia. 

~~6~~6~~;:,i~~s~~rs~~Nt;~~rc~r'~;;«:¡'.:i~ .• >· ,·:· .•. · . 
- Cof,ocar Úna segúndá NC, 3 papele's filfró gruesos y otro vidrio. 
·-Cerrar el páqüete,.éciri,el "Ega páck",yef'papel áJuminio: ( • 
- Colocar ,1 o kg'de ¡ieséúni::irria y dejar íransfirieridá por 48 hrs. 

3.- Bloqueo de las nitrO'celuÍosas.• :;"<· :.; : ¡': •, T '· ... · ·. . . 
-Abrir el sandwich,'marcélr.¡a segunda f-.lC.¿ c.\ ·•·.··· /' · < ··.. · ..••.. 
h~~:º~:ri~~~ta~Tó~ .. ~ ·.u.n.jR~r!~'~.c.~n;s•~'~.~¡.~.i;;;.blo~~;º •.e''iricubar ·á · 37° C,·· una 

- Lavar 3veces por:s.111i.n .con solución,de,lavado; >• • ·. · 
- Dejar secar las' NC entre 2•hojas de papel filtro grUeso. '· 
- Se corta el carrild~ ·marcadores éfe peso molecular. 
- Congelar~ ~2oºC"f,~~!~5Jú'i'~:. i'.1 • •:::·· ·• · · · 
Control de lasNC.ya trimst1fridaTf ~. ' .: . /· '.:, · 

Cáda hoja de NC debe é'onirolarse para comprobar Ja cantidad y calidad de 
antígeno: para .ello sé'éortan dos tiras ,de cada hoja y-se realiza el procedimiento 
completo de irimunobÍotcciriu~·suero ccinfráJ posiiivá y urio negativo. 
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6) lnrnunoblot. 
Preparación: 
- Cortar tiras de 3 mm de ancho, numerarlas y colocarlas en una charola. 
- Añadir a cada canal de la charola 1 mi de solución de dilúcióri:· 
- Poner 10 µI del suero correspondiente a los canales de· la charola, incluir un 
suero control positivo y uno negativo. · · ·· · 
- Cubrir la charola, incubar a 3?°C, por una hora, con agitació~;: ·.-, · 

- Aspirar los sobreÍladantes en una trampa con desinfectantét:( ·•·•···. : 
- Lavar las tiras.con solución de lavado, una vez rápidamérité y dos veces por 5 
min, con agitación. . · ·.· · ,P :. '· _. .. ·· ·. 
- Diluir el ariticÚerpo anti lgG humana biotinilado, en solución dé. dilución 1 :1000. 
-Añadi(1 mi.dél anticuerpo diluido a cada canal. :/: ·. • · · · · 

, .' :- ··~' .. ·.o' ~,- : · .. ·:· 

- Incubar a 37 .c;·por una hora, con agitación. .. . >-.; : •·. I·: . . · 
- Al terminarla incubación, tirar la solución y lavar las tiras'3'vec'és con solución 
de lavado, ¡i'or. 5 min, con agitación. • · " • ·' · 
- Diluir el complejo estreptavidina peroxidasa 1 :500 .en~()1Jción ide dilución y 
añadir'1 mla c:'ada canal. ·· ' • 

- lncub~~ ~·37°C,por una hora, con agitación. . . .· .·· • ., '.' "'" .. • ... 
- Al terminar la: incubación, tirar la solución y Jávár las· tiras ;3 ~veces con solución 
de lavado, pór 5 min, con agitación. .·• . : ' · • .· · ·, · ...•. 
- Lavaf una vezmás con PBS por 5 min, con agitación::.••c' ~,:•,.;'°'' >c.-. , ... ·~: ..• :. 
- Preparar e(i'eactivo de revelado diaminobenzidimi (DABfal 0.05% en PBS y pe-
róxido' cíe hidrógeno al 0.05%. . ·· . \\; ;/:: ,'.(Lf'.::' ;;:> .:. .• , 
- Añadir 1 _níl.de la.solución _de revelado ·a cadaca11al;agitar·manualmente y ob-
seniar la ·aparié:iórí de bandas en. el control positivéi/>2A•;'.;} · +~·. " ·:. ... · 
- Al aparecei'r las bandas claramente en el control tirar Ja solución y lavar las tiras 
3 veces con agua destilada para parar la reacción:: · ~ " ··, ~· ' . 
- Dejar secar las tiras en papel al:isorbénté'y posteriormente· proé:'eder al análisis 
de las mismas. . . '\<' ;;.:•;:,::· } '''·"· ·•·' :·;.:)>• ·'· .. 
7) Titulación de sueros. . . '~ : .. L ·.': '• . . '·;J :::· • 

Para la titulación se Utilizan NC con 250, ·µg de proteínas tótales de las ce-
pas lllb/HJV-1 y MS/HIV-2 crecidas.en ·1.a Hnea ée¡lularMCÍlt. }/ ; •' ·",: .. ·.·:. . 
- Las NC previamente evaluadas con.suéréi''.c()nJrol'positivojriégaÍivo, se cortan 
en tiras de 3 mm de ancho. Se utilizan 7 por.c~da ~úero dé cada imá de. las ce-
pas. . . .• . . . · \. •. : . . ,;;· · 3F_ . ... ·.·· 
- Se realizan diluciones de los .sueros problema con .. solución de dilución 1: 100; 
1:500; 1:1,000; 1:5,ooo; 1:10,000; 1:50,000:.Y.1:100;000:;·~;;<:' · :· .. 
- Se colocan las tiras en los canales de las.·charcilas·y se áñadeJ mi de la dilución 
de suero correspondiente.. · .. ,: .. :· • .. ".\ · · · .· · · · .· 

- Incubar una hora, a 37°C, con agiiaciÓi1'. • ) <' · .. ,.·,·· .··.· .· 
- Lavar las tiras con solución de lavado .1 vez rápidamente y 2 veces, por 5 min, 
con agitación. · · 

20 



- Añad.ir a cada canal .1 mi de anti-lgG humana biotinilada diluida 1: 1000 con so-
lución de dilución:· · · · 

- Incubar unahora: a 37°C, con agitación. . . 
- Lavar cori ·¿aluéión de lavado 3 veces, por 5 min, con agitación.;. . .. .. .. 
- Añadir1: nil del' complejo estreptavidina peroxidasa diluido 1 :sao ·con sOIUción de 

~~:lt:r un~'.hor: a 37°C, con agitación. . .•···.. ··,i ;:; ,' , ·. . 

- Lavar.cori.solución de lavado 3 veces, por 5 min con.agitación y'1 vez con PBS, 
porSmiri·: " ·. ' '.: ·•.,··:e,:>' .· 
-Añadir 1' mi de la solución de revelado diaminobenzidin~ a1'0.ós% ~n PBS·Y pe-
róxido de hidrógeno al 0.05%. . . , \> > . : , .·. 
-Al aparecer las bandas claramente en el control tirar la sOiución y lavarlas tiras 
3 veces con agua destilada para parar la reacción. · ·, · / ., ./,;. ; ~ · . 
- Dejar secar las liras en papel absorbente y luegá análizar los patrones 'de ban-
das obtenidos. · · ·· · · '.... · 

. -. -:<<>,. :¡:\ ,,,; -,~:·>;, 
8) Radioinmunoprecipitación. . · .. ···. ·, .•... · ,.'»»> ; , >~:: , 

Debe considerarse la cepa de virus que se esta' einpieanéÍo; poÍejemplo; la 
cepa lllb/Moll (HIV-1) se marca muy bien y se oblienenb.uenos rés~ltados con 1 .x 
106 células/reacción. Para obtener resultados s

0

imil~re~ C:oii la .line~.M~lMo.IÍ(HÍV~ · 
2) se necesitan 2 X 106 cel/reacción. ; />.'.''']/ ~;.:,:;:,;+ .. :¡'i·' .:> • ... ' '· · · . 
Marcaje de las células: . , ....... :e ·. · · 

El mejor tiempo para marcar,es_ d~_s ... ~!as.d_eSp_~.é~"'~~~s.u_R~ulti_~Br/'.~ .· _.<>::·. , .. ; 
1.- Las células se crecen en RPMI 1640. con SF.8•20,%'y,•1~,%·de antibióticos.De­
ben estar en fase lag (densidad de 1 Írlillón 'de'ck1/r!í1YY:~íl'efsegu~dó día', des­
pués del subcultivo (161). . ..... ;,: ' '<"•.!' ' ::;.~''. '/'':,/ .:'"· ::,:,; ,,-; ·~;,¿" 
2.- Lavar las células unavez c~~ RPM1-_1s46'1ib~~. 'c!e'.~i~Íéíñ~'y/~·;:,,éÚo~ina.:, :. : 
3.- Prép¡;¡rar.eJ171edio. c:l.e marcaje: i~ótópcifl;l,P,Mj~;J.•,rnCiim(;Resus'pe,n:derlas. cé- . 
lulas lavadas .en. m'edio. libre: de ·cisteina/n'ietionina, ·eón 20 ·o/o de;SFB ;, 1 ;,% de an~. 
tibióticos, 0:1 :mci(m(de 35S .Cisteína.y/o .3~SMelionina. La m'ejor:cié'~sid'ád de .. célu- · .. · 
las para marcar es''de:.f X ;10.6tin1: No :debe· haber; mas .í:Jé~ 20 X '1 O~ célúlás por 
frasco.La vicia"me'diaci'éi1 35Sesdéieodías. ;;· F•· :·.,•/.'. : / :;::.·. ···.··· ..... ,,. 
4. Marcar por 6~8 tirs'pára HIV-1 6 para Hl\Í-2: · . · · • ' "'· 

Preparaci¿de,;tis~~b;~~í~r.<;~'. ,!/; ' :'".··,'. ··._ ····p····· .. ···.·· . . :· >O-· ·:· 
, 1: .Cenfrifugar:las;célÜlas~;a :1500 rpm:duranleS mÍn;~retirar el. m,edio con 

cuidadó y de¡scartar~en desééhós 'rádia'ctivos:;:, :.: .- > .• ;;.;.; •·'. ::: ' ...... , 
2~ Laval'. ias ~éiulas dos vécesfccin"J"'BS, P.H:7:ó,'e'5teril,Jriéi'.'.;i\segúrar que 

quede Jo mas '.secó posÍ61e, se pi.íede~usar:un .hisopo para' s~car IÓs: lados del tu-
bo. ·.···• ··<• · > .. ···· ·· · · .. · ····. · : :;, ·'.:')[. ' • ·"' ,i} ·:x• ·· .. · ·· 

3 .. Usar.las células con solución de lisis; agregando -200 µL.de esta .solu­
ción, por cada millón de células. Pipetear·o agitar vigorosamente po.r vaíios minu-
tos en hielo.· · · ·· · ., .:•··· · i"· ·" · · 

4. Centrifugar el lisado por 1 hr, á 35,cioo rpm 
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5. Puede congelarse a -70°C, o usarse. i.nmediatamente. 

lnmunoprecipitación. . . . . .· ... . .· . . 
1.- Preaclaramiento (Opcional): Poner 100 ¡J¡ de Un 'suero negativo a 1 mi de pro­
teína A sefarosa por 30 min: Jricutiár el lisadÓ eón 1 mi de' proteína A:sefarosa por 
cada 5 mi de Jisado, por al ~en;·5·.4:·hbf~·i,"ó:iaci~:i~ií6che a ~!°e en agitación. 
Centrifugar para separar las perlas "Í gÚardár el sobrenadan te·: • > .. · .. 
2.- Lavar Ja proteína A sefarosa.cori pas:;:•:'; .> . ·'.~:·~·.? r ;::·.· ·: ... •·,., •·.· .. 
3.- Incubar 1 o µI de suero con' 100 µI dé p'roteiri'á A'séfarosa, 'pár,30 minia .tempe­
ratura ambiente. ·· •• , ;: . /:; ·:.·;. /;';,cG;;::',:'.··Z \::,\;,,;L;.·.•.~ ..•.• 
4.- Añadir el lis ad o directamente, e incubar.toda Ja noche,' eón agitación a 4. c, 
5.- Lavar 3 veces con solución de Javado,de RIPA;céin'éietergéntes (3 mi'por tubo) 
Agitar cada tubo antes de centrifugar á;2000··,:p'm ¡:Íor)~3~miniAspirar,'.Ja solución 
de lavado cada vez, con cuidado de nci·q'tíiÍár)as'pérJas:En el Último Jáiíadousar 
solución de lavado de RIPA sin detergentes:•:Aspirár: iodo. eÚiquidÓ¡déspu~s de 
este último lavado. •.· :; ¡,/ . .:;/:,~; ;.:·,;,:: ; •:: }.'>o;<<•···· . 
6.- Resuspender las perlas en 60 µJ de solución de.muestra .1x:P.ara cOrrer .. rnar­
cadores de peso molecular préteñidós,'añadir 1o ¡iJ de ríiarc~ciéir'a 10·µ1 de soh.i­
ción de muestra y hervir con J¡¡s muesti~s,~.ii,3 ,};; <.;.;_ ¿·;;,,~:~. ,C,;\2 ; .·' · · · 
7.- Hervir las muestras por 2 minutos ycentrifúgar. Jos.tübos.de'.nue.vo a 2000 rpm· 
por 2-3 min antes de cargar él gel; :· ··.~· . . . . .. .- ·. . . > : ... ; .. . . . . 
Electroforesis en gel de poli~'c:rilJ~}dá. ?'Ug / '. ·'. .:'. . . . . . , . •. ·•···• < ·.·:··.·.:···.• .· 
1.- Se utiliza ,un sisÍ~íllª estárida~ d.efgeles .discontinuos, P. ara ,obtener l,a mejor 
separad.ón .. : de ,las. gl,icoproi13inas,~e. envO.nu/a,:~saDun·.gel .. a,110.%'.·•Pa.r.a yermejor.• 
las proteínas debajo: peso mcileé:ular utilizar· un gel al 12:5%: .• ·. <> .•; .··:·.· • 
2.- LavarJos'pozos 'del 9eí'éon9enfradormúy bien'·cori•.·sólución de'cofrida .. y car­
gar las mue,straí{~óri·cuidado de' no< poner, las;' perlas~ Para/ún peine de 20 pozos 
no póné{más;de .15 µJ ypara)lnó de 15pozos no más dé 20 ¡.iJ de'.ñiuesira: ... 
3.- Correr Jcis'géJes"apiiéando.f5'mA'en.éJ gelconcentrádor y 25mA en el resolu­
tor, · '.~ \ .}>, · : · - · · · · · · 
4.- Fijar el.gel to.da,Ji:í.no,ctie.; .· 

Secado i~/~~I; ~;~b~i~Ó~~~)~p1á6a. . 
1.- Porier él gelefi fijadoi'pci·r 1 hr en agitación. 
2.- Lavar en. aguapor 30 mirí: : . 
3.- Secar a 80ºC con vacio por 1. hr. . . ·.: >. . . .· . - . , ··. . :· ·o 

4.- Exponer el gel en una placa SB-5 Kodak por Jo menos 3. días a -70 C. 
5.- Revelar Ja placa hasta que se vean bandas oscuras, lavar varias veces y fijar 
por 30 min, dejar Ja placa 30 min en agua; secar a temperatura ambiente. 
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9) Ensayo Liatek HIV 1+2. 
-Colocar las tiras en los canales de la charola. · 
-Añadir 1. mi de diluyente de muestras (incluido.en el estuche), a cada canal, ex-
cepto a los de los controles positivos y negativos:·.·.-~·;·: ..... " .. 
- Añadir 1 O µI de los sueros problema a los canales correspondientes.' 
-A los canales de los controles positivo y negativa' añadi(1 mi de la mu'estras co-
rrespondientes proporcionadas en el estuí::,he;, \.\ •:\{ ' " 
-lncubar1 hora a temperatura.aínbierite'córiagifación .. :~:./< · •:·- " .. -. 
- Lavar cada tira con 1 mi de solución de' la.vado, 3 veces porfmini 'con agitación. 
- Añadir a cada canal 1 mi de; antiJgG humana 'conjugado con fosfatasa alcalina 
diluido 1:100 en el diluyen fe de, muestras del .estuéhe;•c'i '; ; ; ' .·· ,••,, ,, 
- Incubar_ 30 mina .terriperatur'a;ambiente córí agiíació~:~';.' ·; < .<~.~ ; .· .. . .•. · 
- Lavar cad~ tira. con, 1 mi de'soflición' de ·1ái/ádo, '3 véces' p'or 1 miri; éóri agitación. 

lnd1~~~~f~~).\_ªd:{~!:~~1i!i;,:t1\\f~}~f;°:f~~.¡~:~:;~·~;;:t~sirator;.sclf:.: (~rc)rrióc1óra" 
- Incubar 30 min a temperatura.ambiente, con agitación: . ; .: > :•' , 
- Aspirar el líquido y;añ.adir'.1 mi de solucióri::de parói(acÍdo;sulfúrico Ó. 1 m~l/I) a 
cada c~naC;, / )::'-;:·,:; .. · ::','/., · :\:,;~,,· :,¡;); :~/y;,~ •'.:{.\ ;· ·:'. :. ·. · 
- Incubar de.;.1 O a 30 min a 'te111peratur,a ·ambiente.con agitación:, <· · .; . 
- Poner. las tirás,asecar. en papel absorbente,p1fra. ¡:i'éísteÍiormenie' interpretar· los 
resultados::> ·.;· : .• : ~. .;;:,:·:.. :,. . . . :7 ,. " • , e 

So/u;ionesdeÍ e/;tu;h::z;at~i/J.j¡l¡.i';t::2~) · .• , '·-:.y: . ·~~:' >?: 
Di/uyentedemuestras ·: '· .. .-·-..>.··; .. , .. :.•.:·_·; ... :-.. ,,:, .. ,.,·-. .,-::." _ .. "· 

Solución de fosfatos- con cloruro 'de sodio; tritón/' estabilizadores· de proteí-

~~~~~~~ :n~!i~t~a~6 sodio.·. <'/ >··r:_···~ .. ·,· ..•. ?''.. ·,,'. .... , ••••.. _ •...••. 
Anti lgG humana (cadenasH+L),;marcada 1cori fosfálas'a álcaHná en' solu­

ción de Tris con estabilizadores de• proÍeÍnas.· y o;i ó,(de'.azidii(de sodio, uiilizar 
diluida 1:100 en el diluyente de conjugado:~'.·./ .. ·;,~ }(. < ·~· •. - :; ' , ,. · 
Diluyente de conjugado · · , .·· ... """ ..... . ". .•. .. ... .. ..... , ... .·.· . 

Solución de fosfatos con cloruro de sodio; tritón;'· estabilizadores· de .proteí-
nas y 0.1°/o de azida de sodio. , -::-~~.'·>>?>J '. ,_, :--?;:·-:.. ,. !'r·~~- º 1 

-" 

Sustrato BCIP concentrado · .';: ·· ·:.Ji•- :··)\L': .,. "' '· ".•"" •·:·J 
Solución de bromocloro-indolilfosf'ato e.n dimeUI fórniamida para·. ser diluida 

1:100 antes de su uso. ,·/~~-_··/''':~:-i.-:.:i··-:: . . ··_ >-F 
Diluyente de sustrato .. . '•• ... \ :• ; '.:: 

Solución de Tris con Cloruro de sodio.:• 
Solución de paro , .. ,. .... -. 

Acido sulfúrico 0;•1 inol/I. :" ,. 
Solución de la-véldo_ 5X .; :.. -,.":'. <· «.,. -.. __ . _ .. : 

Solución de.fosfato. con cloruro de sodio,"tritón y 0;5% de azida de sodio, 
para ser diluida'.1:s cori'ágúá destilada, · · · ·· · · 
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10) Preparación de suero de conejo hiperinmune anti HIV-2. 
-Se utilizan 2 conejos albinos, Nueva Zelanda, hembras, de 3 Kg. 
- La preparación del antígeno de HIV-2 tue igual que el que utilizado para el 18. 
- Sangrar por la vena marginal de la oreja para obtener el suero preinmune. 
- Inocular 500 µg de antígeno de la cepa MS/HIV-2 con adyuvante completo de 
Freund, por vía subcutánea en 5 puntos de inoculación en la región dorsal del 
conejo. Para cada conejo se preparan 500 µI de antígeno (500 µg de proteínas 
totales) + 500 µJ de P8S + 1 mi de ádjuvante completo de Freund y se homoge-
neiza. .· .. , . 
- Procesamiento de la sangre: pasar unaplicador por las paredes del tubo para 
desprender el coágulo; Incubar a 3?°6; 30.min, centrifugar a 1500,rpm por 10 min, - . . ' ... "·,-· - ' ... ' . . ·.·... • .. "< ._, :._ ·::. .:· .. :·.:- : . ·. ' . o-. 
separar el suero, alicuotar y marcar como.sUero normal de conejo, .Guardar a 4 C. 
- Una semana después se inocula cori la mi~ma cantidad:de antÍge~o con adyu­
vante incompleto de Freund, por vía'intraííiusci.ilar en 2 sitios de inoculación, 
- Las siguientes 3 inoculadone~ se realizari'con;inte'rvalos'de 1 sémaria con .la 
misma cantidad de antígeno: sin· adyuváryte· pbr.. víiliñí(áHiuscular> En estas oca-· 
sienes antes de la inoculación.se sangra;por 1a:veiíá•nía'rginal'de;1a Órejá para 
probar los sueros obtenidos. por 18 y verlareactividad cenias pro'téínas dé HIV-2. 
- Una semana después dei la última inocuiación se sar¡gra de 'núe¡vc:ipor la.oreja 
par3: determin3:r·e1 mo_m~nt0de1 sangrada conip1et()··";;": L <, ,•;·iO.;~;·s,.: :.·:, .. · .. • 
-2 d1as despues del. ultimo sangrado se sangra a blanco/primero.por la:orejay . 
luego por punción intracardíaca. Se obtUvier6n 9ó;fnl'de sang'ré de,;é:aaa conejo: · ... 
- El proceso de fa sangre es similar eri'fodos;los casos y el último suero'se' filtra' 
por una mernbiana de 0.22 µm y se gu~~da en'.~iaies estériles.ª ~26ºc'.'' ~ ...... . 

11) Síntesis química .del pépfüfo.;~.:{·:··~ >·.· ._: L~~.··· ... , .. : .. :~. , , ·• 
Se realizó por el método.enJase:sólida<CÍes.ciito por:8élrarÍyy•.Merrifield 

(120), empleando como soporte uria resina;de'.po)iestirerio-cÍivinilbeii'c'eno cloro­
metilada (0.90 meq. Cl/g): E.I primer aminoácidÓ:(aa} áco¡)laáo'fúe :váiina: COfl su 
grupo amino .CNH2) bloqúeado po~'éi grupo'terbu'tilox,iéarb,C:Ínit (t~bo&J; e.en la' finali­
dad de evitar la réacción con .. ciiclio'grupo .. :·::. ·'· : •. ' ':: ·;·;·:';:' Y.{'Y . . ·;: . ' , ..... 

Para acoplar la valina a lá resiriá s,e'utiliz'ó. ei méíado'd'~scriio µ¿;: GisÍn eri 
1973, que .consiste en'obtenér. uiias:á1 de ce~io pél 'áaque se ííii a a'éoplár: ·. •. ' 

::~-;¡ •!¡_ • '::··: ;1; .,~_; . .';.J ··:/> ·:. . ·. ·: ', : •·• ·' -.! 

Preparación deiasa/d¡jdesii/ciJ;bé:ic-C~i.'. ;y·.·.··.• ;'/¡··· 5,',/'; e~·. 
1 

i' . 
1.- Disolver 500 nlg de. CsC03 enfmldé agua desioniza~a grado HPLC. < . 
2.- Disolver 220 mg de 8oc:,Vál¡en 1 ~1.dé'metancil.absoÍúto'+ 1>mi;de ~gua y 
ajustar a pH 7éon el CsCOJ'y évapárár con vaCío elmetanol {él agua:··· 
3.- Liofilizar durante 4·hr::'·'1'.•:'•·;.-:•· ·'.''"·:,.;;· ··' · ···"·· '·· . . :. · ·~·'" -..: . .- ·.,,,.,......... •· 

- .. _.(::::.;·:._, .. ,,,,. 
-"" 

Acoplamiento a la resina.'. . 1• . ..•. ·· •. i• . . ·.• . . .· . . . •i •. . , 
1.- Disolver el liofilizado anterior en dimetilformamic:ia (ÓMF)yañadir 500 mg de la 

resina, dejar a 50~ e con agitá~ión durante 72, hr~· ' 
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2.- Lavar la resina con DMF, 2 veces,· por .1 · min; DMF· al 80% en.agua, 2 veces 
por 1 min; metano! 2 veces, por 1 min y por úliimo·_con CH2C12··dos veces, por 1 
min. Secar con vacío. ¡,~ · - •· ··;: -<>·· ~>:; · · 
3.- Para determinar la cantidad de aa acoplado;·Utiiizar'.fo mg de la resina. Añadir 
ácido trifluoracético (TFA)al,SO%;enCH2CJ2 dejarán __ agitaéión suave; a tempera­
tura ambiente, duraníe. 30 miri:· Lávar con CH2Cl2 3 ?<:·1 'mir{ Neutralizar con dii­
sopropiletilamina (DIEA) "al 10%°fin CH2é12. 2 ii~ces;· por t.min. Lavar con 
CH2CJ2, 5 veces, por1 min. ,.·.·. ' · ···· ' ·.. ' . , , / ·.· · 

Tratar con una solución de ácidci pícrico·o.1M eiri CH2Cl2, 2 veces, por 3 
min. Lavar con CH2Cl2, 5 veces, por 2 min. Agregar OJEA 10%, 4 veces, por 2 
min, colectando esta solución y aforar a SO mi con metano!, esta es· la solución 
patrón. Diluir la solución patrón 1:10 con metano!. Leer DO a 358 nm.ycalcular la 
cantidad de aa acoplado a la resina. · 

Acoplamiento del siguiente aminoácido. 
1.- Remover el grupo t-boc de la valina mediante tratamiento con TFA al 50%, 1 
vez, por 2 min y 1 vez, por 30 min, a temperatura ambiente, con agitación suave. 
2.- Lavar con CH2Cl2 e isopropanol y neutralizar con DIEA 10%. 
3.- Agregar el siguiente aa en este caso ácido aspártico, en un exceso de 2 eq, 
utilizando 2 eq de diciclohexilcarbodiimida (DCC) como agente acoplante. El áci­
do aspártico 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 añadido reaccione a 
través de su extremo COOH con el extremo NH2 del aa unido a la resina, formán­
dose así el enlace peptídico. 
4.- Cada paso de acoplamiento se controla haciendo reaccionar alícuotas de pép­
tido de los distintos pasos, con ninhidrina. SI 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 resultado de la prueba es positivo, 
indicando que el acoplamiento no es total, se repite el ciclo, acoplándose nueva­
mente el mismo aa hasta que la prueba resulte negativa. Después se realiza un 
ciclo de acetilación con anhídrido acético al 10% en CH2Cl2 para bloquear los 
grupos NH2 aún libres. Este procedimiento se repite tantas veces como aa tenga 
el péptido a sintetizar, sólo que en cada caso se utiliza el aa correspondiente a la 
secuencia deseada. 

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

Al finalizar la síntesis química del péptido é_ste se libera de la resina me­
diante tratamiento con ácido fh.iorhíddi:o (HF),. sulfuro de dimetilo (DMS), p-cresol 
y p-tiocresol (25:65:?.5:2:s, v/V), a;pºc, d~fr~nte 2 horas, los solventes se quitan 
con vacío. Tratar I~ resina con HFy p~cr,e~ol (9:1), a oºc, durante 1 hora, los sol­
ventes se retiran con vacio .y el remanente .se trata con éter para quitar los resi­
duos de los __ solventes. El péptido se solubiliza en ácido acético al 5% en agua 
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des ionizada y se separa de la resina por filtración. Después '.el péptido se liofiliza 

yseguardaa'4°C: . . ... ; ... ·: . < ,· < .; .. ,· :,: .. : .. 
Para.eliminar los.residu.os de lós solvérítes'y las.sales, resultantes del corte 

con HF, el péptido se solubiliza en l:Íic-arbonato de .. amiínió o:1M '{se filtra 'en una 
columna de sefadex G-15, utilizándo éonio eluyente bicarbonato de amonio 0.1 M. 
Se liofiliza y se guarda a 4° C. hasta su ~tfliz~~ión -~~ · 1~s ensayos fnmÜnoé.nzir;\áti-cos. . : '• . ::·. .... · .. ,. ..· . •, ... 

12) Ensayo inmunoenzimático' cbn~(péptido. . · ... ·. : , . >: ··, 
Preparar una solución de 290 ¡lg é!é'péptido en 5 mi de soiudó.n de carbo­

natos pH 9.6 y añadir 50 µI a cada pozo de una microplaca de titulación (Maxisorp 
Nunc). Incubar a 37 ºC, toda la noéhe, sin tapar la placa. Bloquear lós espacios no 
ocupados por el péptido, añadiendo 300 µI de suero fetal bovino(SF;B); incubar a 
37°C, toda la noche. Retirar. el S~B, lavar. con solución .de. l¡;ivado ;(¡:>BS/0.2% 
Tween-20), .3 veces, por 5. min;rc'on ··agitacióri. Preparar las dilucioné'.fdé .lós sue­
ros con solución de dilución WBS/0.2% Tween-20, 10%. SFB). Lós ·súéros ,de co­
nejo se utilizaron 1:100 y ióúüeros humanos 1:10. AñadirSO ¡ji de'.lá'diiuCión de 
los sueros a icis pozos 'éorrespóndientes;'. incuba.r 1 · hr, a 37 ~C. ReÍirar.las dilucio­
nes de los sueros con vacíci'a·unátrampa con desinfecta'nte,t'ava(Óon sÓIÜCio.n 
de lavado, 300 µI por. pozo;:srve'ées, por 5 min; córi)igita'éióri'. Añadir:SO?¡jl por 
pozo, de súéro anti-lgG hurnáriá (o' anti\lgG d'e'éonejÓ);; conjugado ;eón fosfatasa. 
alcalin.a, diluido 1 :20 ;ooo. enisoi~i::i9n:de_.,dilycióff' ln,c.ub~r;·1}tí_r;já}3[~.étCaya,r•·é.on ·.·, .. 
solucion de Tris-NaCI, 300 µI por pozo';;S;veces;: por. s:min,:con :agitación:: Para · 
amplificar la reacción se .Útilizó;~i.in. sistema.de amplificación de', ElJS1!1,' (GIBCO). · · 
Este proporciona un sustrato para fosfatasa (NADPH), del éuaiséañaden 50 ¡Ji a 
cada pozo, incubar 15 min. a temperatura ambiente: El estuche también prÓpor~ 
ciona enzimas amplificadoras (alcohol deshidrogenasa y diafora~a);'.las cuales'se '. 
diluyen en solución de dilución del amplilficador y se agregan so·µ¡ por pózo;'1n·­
cubar 15 min, a temperatura ambiente. Parar la reacción con H2SO•' 0.3M. Leer la 
densidad óptica (DO) a 490 nm. La línea de corte se definió, como el 'promedio de 
los sueros negativos a HIV-1, más 3 desviaciones estándar. · 

13) Ensayo de inhibición por competencia con el péptido. 
Se disuelve el péptido en ácido fórmico al 60%, se neutraliza inmediata­

mente con una solución de Tris-NaCI, ajustando a pH 8.0, con NaOH. Se deja a 
una concentración final de 700 µg/ml. . . :• .. C 

Preparar las diluciones de los sueros (humanos y de con.ejo),-con diferen­
tes concentraciones de péptido, desde 3 µg, hasta 10 µg, ¡:iór 50 µl .de volumen 
final. Incubar a 37 ºC, por 2 hr. , · ; ... · . . · 

Preparar una solución de 200 µg de pépUdci én·s·m1 de solución de carbo­
natos pH 9.6 y añadir 50 µI a cada pozo de, una niii:róplaca de titula.ció.n (Maxisorp 
Nunc). Incubar a 37 •e , toda la noche, sin tapar,;la placa.' BloqÜear los espacios 
no ocupados por el péptido, añadiendo 300 µI dé SFB;' incubar a 37°C, toda la 
noche. Retirar el SFB, lavar con solución de lavado, 3 veces, por.5 min con agita-
ción. · · · · · 
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Preparar diluciones de los sueros; con solución de dilución, sin. adsorber 
con péptido. Añadir a la placa 50 µl/pozo, de iás diluciones de los sueros corres­
pondientes, adsorbidos con péptido y no adsorbidos. Incubar 1 hr .a 37ºC. Retirar 
las diluciones de los sueros con vacío ii una. trampa con desinfectante. Lavar con· 
solución de lavado (300 µI pcir pozo)/·,s:.veces'.por 5 min con agitación. Añadir so 
µI por pozo, de anti-lgG humana (CÍ·anií'lgG dé'conejo)conjugada, confosfatasa 
alcalina, diluida 1:20,000 en solución de'diluci.óri. lncubar1 hr a 37ºC. Lavar con 
solución de Tris-NaCI, 300 µI por pcízo: s'.veces,'por 5.min con agitación. Se aña­
den so µl/pozo. del sustrato' (NADPHi;{ind.ibar ,15.min a temperatura ambiente. 
Agregar .so µI de amplificador (alcohol d~shidrogenasa y diaforasa), incubar 15 
min a temperatura ambiente. Parar la reacción 'écín.H2S04 0.3M. Leer DO a 490 
nm. · · ·· · ·· · · 

14) Análisis Estadístico. < ( . 

El análisis estadístico se realizó co'n la.prueba' de la Chi cuadrada (X2
), 

empleando la siguiente formula: · · · · 

-
. [ .. (f •. - '.»]. 

X' -Z ----
. ,f ·.· .... 

donde: f =frecuencia teórica y f, = frecue~cia .obsei:vada, 
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IV 

RESULTADOS 

1) Respuesta inmune humoral hacia HIV-2. 

Para evaluar Ja reactividad hacía las diversas proteínas de HIV-2 de sueros 
colectadas en México se estudió un grupa de 492 sueros pertenecientes a indivi­
duas positivas a HJV 1 demostrada par ELISA e inmunablat (18), de Jos cuales se 
conoce su vía de infección y su estada clínica y 162 sueros negativas a HIV-1, 
que fueran empleadas cama control. A las 654 sueros seleccionadas se les reali­
zó inmunablat empleando la cepa MS de HIV tipa 2 cama antígena viral. 

En el análisis de las 18 para HIV-2 encontramos que en el grupa de sero­
pasitivas a HIV-1 el 79% de las sueros presentó reactividad can par la menas una 
proteína de HIV-2. En el grupa control de seronegativas a HIV-1 únicamente se 
encontró un 1.8% de reactividad. Los datas 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 can 
antígena de HIV-1 y HIV-2. · 

Al· analizar lós· .18 que présentaronreactividad .can H1Vc2,. encontramos que 
el 7.1% de IÓ

0

S súerós HIV-j:¡iósitiíias 'recaríocen 1a:proteína de cápside p24, Ja 
glicaprateína'transmeml:Íranal (gp32) es recanacidá par, el 24%.de las sueros y la 
glicopratéína 'eX!erna gp110 solamente es reactiva c·an el 90/o'de Jos sueros. Tabla s. . .. ' ' . ' . ' . '' .·' . ' ' ' 
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PROTEINA DE HIV-2 1,SUEROS % DE REACTIVIDAD 
REACTIVOS CON HIV-2 

p24 1 352 71% 
1 

gp32 1 119 24% 

p55 176 36% 

p66 62 13% 

gp110 .44' ·. 9% 

gp32 y/o gp11 O 
··.-.. ; 

144 29% 

Tabla 5.-Anállsls de la reactiJidad de 492 sueros HIV-1 positivos con 
antigeno de la cepa MS de HiV-2. 

En la figura 2 se presentan\ algunas tiras de 18 mosirando la reactividad de 
varios de los sueros HIV-1 positivos con antígeno de la cepa MS/HIV-2. 

1 

l 1 

gp110 
p66 
pSl 

gp32 

-p24 

Figura 2.- Reactivldad de varios sueros HIV-1 positivos con antígeno 
de la cepa MS de HIV-2 por IB. (N) suero negativo a HIV, (P) suero 
HIV-2 positivo. 
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2) Reactividad con HIV-2 por vía. de. infección. 
;-.-.. · .. - _ .. : .. 

Nuestro grupo de 492 seropositivos a .HJV~1 incluye 401 muestras de per­
sonas infectadas por transmisión sexual, 41 infectadas por transmisión sanguínea 
y 50 de los que se desconoce Ja via de infección. 

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

VIA DE TRANS- SUEROS REACTIVOS PORCENTAJE 
MJSJON CON HIV-2frOTAL 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 vía de infección. 

El análisis estadístico muestra que la reactividad hacia HIV-2 en el grupo 
de individuos infectados sexualmente es.significativamente mayor (X2

; p<0.005) 
que en el grupo de infectados por transmisión sa.nguínea. 

3) Reactividad con HIV-2 respecto al estado clínico. 
; . . ·. 

En la Tabla 7 se muestra.la ;~lacfó~·de Ja reactividad c~n HJV~2 re~~ect~ ~I 
estado clínico de Jos paclentes,;encorítramos que en Jos estadios de.·asintomáti­
cos y línfadenopatía eJ.pórcentaje·de.reactividad es muy similar, sieindOen.pro­
medio del 84.5 %, mientras cjue eií el grupo de pacientes con SIDA es.significati­
vamente menor (31%) .. .-.· ; __ . _ .- >, , __ ,·_ , 

Al separar del grupo de 74 pacientes de SIDA aquellos que como.síntoma 
primordial presentaban :sind_rome de desgaste se observa .que dicho grupo pre­
senta una reactividad- intermedia, más cercana a los asintomáticos y con linfade-
nopatía que al resto de los pacientes con SIDA. - .-
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ESTADO 
CLINICO 

ASINTOMATICOS 

LINFADENOPATIA 

SIDA 

REACTIVIDAD 
-CON HIV-2 

94/111 

12114 

23/74 

PORCENTAJE 
DE REACTIVIDAD 

84% 

85% 

31% 

Tabla 7.- Reactividad ~~r(t'úíf::i de 1'gg sueros de que se conoce 
el estado clínico; , ,_, :.:-

4) Radioinmunoprecipiia6ióri"d~ proteínas de\HIV~2. --- -_·- -_ · 
·. . ... . ~; .. ;~ ·.'..~·.·-~·:·~· :·);~t~.~/:::·~::>?.t··~·~·~··' c~·:-'.··:~:::~: .. <!·'.:rf:~>·;::··:~·~Y.\tr.~ / ;;· .. \''. ~-: ··;: ~-. · ·.. . 
Las· metodolog1as ·mas: utilizadas. para :reportar· reacciones' c.ruzadas entre 

retrovirus, soi(el IB 'y radioininunciprecipitación. (RÍPA).· En 'el IBlos antígenos son 
presentados ·ar a¡,uciié'rpci~e1{forrí:ia\de es!Í.úctÜra: primaria;' sobré un soporte 
inerte (p: ej. nitrocelulosa);·en el'.caso de:RIPA el antigeno,se presént~ en su. es~ 
tructura terciaria,'~n·~folLicióñ; ó_séa que en el 18 los anticuerpos reéciriocen építo~ 
pos lineales y"en:;RIF'Alos' epítopos que se reconocen scin corifo[macior:ia·les. .· . 

. Empleá-ndéí~RIPA'se 'obseNáia precipitación de los pré6Ursóres'cte;las.gli- ·. 
coproteínasi de.lás•9Hca·proteínás externas, de los. precursores ;de;,iasproteínas 
del gen gag y de la prófoína"p24 de, ambos tipos de HIV. Con ésta m'etÓdÓlogíá no 
se puedeapreciar:ininunoprecipitaCióncie las glicoproteínas,tr'ansm'.ein6ral1áles.···.·.· 

Se_ reáiizó'RIPA a'22 suer(JS positivos a HIV-fdeún grupo de' individuos a 
los cual_es•sé'.lés';réalÍzÓ'uri estudio serológico compleÍÓ(159);':s·e::utHiz6'conÍo< 
antígeno una ~ep<i"déHIV~1 (lllh/LAV) y dos cepas de HIV~2 (MS'y':LPj:~óe estos• 
22 sueros; ·1 B pre'sentab~n, reactividad con al. menos'Liná 'pfoteíiia de HIV~2 en 'ei 
18 y 11 de ias mi.iesfrasi tenían reacción eón las. gliéÓproteínas'de) envoltura 'ele 
HIV-2. ;'J• ~P,-';' ::- ,' ' ..... -... ''' :,-'i''';\'.'":::::, ;'' · ... 

. ·Todos' estos sueros alsercorridos en RIPAprecipitaron el,precu~sor de las· •. 
glicoproteínas'.(gp160).y lá'glicoproteína externa (gp120)'.dej HIV,1,Jmientras que 
con- respectó á'HiV72:solÓel ·68% d_e•Íos•sUéros (15/22) ininUf1ÓpréClpitarciri al 
precurso;: de .1_as'91icóproteínas.(gp140) Ye_l 41 ~ (S/22) fir.epipitarci~ la glicóprotei-

na extern~_(QP,1.1P>i'.>i/);; ii":~~.~~;•:i;'.;.\:;":'';>):i¡:.;¡;; '};.)}; .'.':¡,. <'. ···•·· ···,.·· 
Lós '1.1; sueros c¡ue i por; 1 B ;presentaban· reacciori; con :las.' glic()protemas ·de 

envoltura' de H!V:2• ínmúílop¡'ecipita¿éífí;é1 precürscíi:'cie··. las'.glicoproteíiiás(gp140) 
y solo 5'Cie;ios)}'pre'éipíÍ'an.a'1á glicoproieína externa (gp110Í,del 81\/~~ . ., ··· ... · .. 

Deío('i:ííros:1,1 ;sueros; que' no presentaron reactividad con la(glicoproteí­
nas de HIV-2.por ÍEÍ, 5'(<Í5°1o) inmunoprecipitaron al precursor de las'gllcÓproteí­
nas de HIV-2 y solo.en uri caso se pUdo observar la precipitación de la'giiccipro­
teína externa: Céirisidéramós que el número de muestras es p'equeñó para poder 
sacar conclusiones.' aunque estos datos concuerdan con los reportados en otros 
estudios similarés' (151,162). 
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5) Resultados del ensayo Liatek HIV 1+2. 

Para descartar una infección con los 2 tipos de HIV se empleo el estuche 
comercial Liatek HIV-1+2, el cual se utiliza para la :detecéión diferencial de ánti­
cuerpos hacia HIV-1/HIV-2. Esia basado en _el inmun'ciensáyó'eri nrieé)de lnnoge­
netics (distribuido por Organon Teknica); tieneproteínaSrécÓmblnanies:de.·H1V-1 
(p17, p24 y p31) y péptidos,sintéiicos'éorrespondientes a•épífopás'de gp41 de 
HIV-1 y de gp36 de HIV-2; En éste ensayo'está represénté)do el dominió .inmuno­
dominante. principaí 'cie_: l_a" glic.oproteina'franiifi1ém'brárial ,dé H IV;i'(á,a7S,83~603),. e_I 
cual se há repcirtadb''i:omci"(mff:i'espeicificci'pára'discrimiiia'r éntíe.:'aniii:úerpós di­
rigidos hacia ¡;1V~1'y'Hlv,2.(1_21h22)i:: (; . . ·;t,U<)C:'.~),;;<, ~t.~> ,._-•. -. ·_._ 

. _·Está prúeba' se'realizó'~é'.,.ac'líerdo a·lás'insirúcciorié's dei:'pré:ÍC!í.fotor .. Se ca: 
rrieroii 20 '_sü~ros' positivos:a H 1\Í~·i ;qüe'preseritatian'un<Ífuerte re~cti~i.dad 'Eon··1a 
gp32 def:llV-2'p(Jréi1'énsayo:áe' 18'cifrie1 áiítí9eño 'Ñ!siH1v.:2:oe' los•súerós pro­
badosiningüna ino'sfró re actividad con el péptido correspondiente'.aH1v~2 (figura 
3). Con estos resultados_ podemos inferir qúe el epítopéúepreseniádo''en el pépti­
do sinti3ticode la gp.36 de HIV-2 incluido en esté erisáyO:no es el. qÚe 'nos está 
produciendo la reactividad óbsérvada con HIVcipo·r IB;•.·: . , . ' . 

Figura 3. Resultados del ensayo LlatekHIV-1+2.(i) control ~ositivo del . 
estuche; (2) suero HIV-2 positivoi (3) control negativo' del estuche: (4-1 B) 
sueros HIV-1 positivos que preselÍlaron reacción fuerte con la gHcopro-_ . 
teina_transmembranal de HIV-2 en el 18. gp 36 correspcinde--al péptido 
de HIV-2. . . . ' . . . . 
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6)Titulacion de sueros por 18. 

Como melado de. estudio de la reactividad observada contra· HIV-2 en pa­
cientes infectados con HIV-1, se empleó la cuantificación de .la reacción contra 
antígenos homólogos y heterólogos. Para ello se realizaron una serie de dilucio­
nes de 1 O de los sueros que presentaban una alta reactividad con HIV-2 y se co­
rrieron 18 contra tiras de nitrocelulosa conteniendo cantidades· cuantificadas de 
proteínas de antígenos homólogos (HTLV-lllb/LAV) o. de· antígenos heterólogos 
(MS/HIV-2). .. 

Las diluciones probadas fueron de 1:100 hasta 1:100,000. En la Tabla 8 se 
muestran los datos de la máxima dilución donde se detectó visualmente réactivi-
dad con el antígeno respectivo. .·. . . . . · . : 

En Jos datos de la Tabla 8 puede observarse que algunos sueros como el 
0066 reconocen varias proteínas de HIV-2 hasta diluciones 1:50,000 y encontra­
mos un suero, el F031 que reconoce a la p24 de HIV-2 a un título mayor que a la 
proteína 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 

A880 5/5 7/3 4/1 710 
A896 5/1 7/3 010 712 
A972 715 713 710 712 
8047 710 715 0/0 714 
0439 717 712 715 710 
0066 716 716 3/0' 716 
0978 0/5 713 6/4 5/0 
0982 6/5 715 ': 010 :•. 3/0 
F031 ; 617 712 ·.· . '·.·.716 010 
F032 :015 715 / oio .O/O 

:·.~:·:_ ",\'' .. :. ,-, ~..:: ... ~ 
Tabla a; Titulación de~1o;sueros•H1v:1 positivos.qué presentan reactividaél con .HIV-2. 
Las diluciones se éodiflcarón por iiúmeros::1r.1:100;'.2) 1:500; 3) 1:1.000; 4) 1:5,ooo; 5) 
1: 10,000; 6) 1 :50,000; y 7Y1 :1 oo;ooói~. Losdalos in.dicari la 'máxima dlluc.ión donde se 
detecta visualmente re~céióií ccin,antigeno)le HIVc.i •. sobre la 'máxima.dilución donde se 
observa reactiv.idad cori el anti,génc> ccirres'p·andienté de Hll,/72i ··.: ·i;'. .· . . . 

.. -.. ~· .. :·:·:'::-"." c~:·<>).~~'..:J<:~:~·.' .. {.(\!. ;·.;::_>:; ·.· '. -·,. - ~' _'·:.: .. 
:-:;.:·_,., ~\;. j.>~ >(; ··< 

Las tiras de IB de Í~·¡¡ttl~~i{;n sei':cúantfricaron con ,el programa AM81S 212 
Radioanalitycal lmagin9 Syslérr(én eLiabi:ffatorio'del Dr:; carios Larra/de con la 
ayuda de la· lng. quirn. Jzipé],G(l,veiie~~ky:;:EL.~nál,isis;·sé'.enfocó a la 'región ca~ 
rrespondiente a iá glicoproteínajtrá'ií'Síneínbran~I d.e ambos,tipos;de HIV, encon­
trando 2 grupos, en. e.1 grupo,~· los'.suercis se;ccimportandémariéra•sirnilar con los 
dos tipos de virus (HJV-1,:Y HIV~2k~Y se. presenta en lcis. súeros:, A896, 0066, 
0982, F031, F032, A972, (gráfica 1-A) y én el segundo grupo la reactividad con 
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HIV-2 declina más rápido que con HIV-1, este tipo de comportamiento lo presen-
tan los sueros: A880, 0439, D9!8;.8047 (gráfica 1-8). · · .. 

e 
p 
M 

e 
p 
M 

PERFIL.ES.DE.REACCIÓN CONTR.A Hrv',1 y HIV;2. 

A 
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e.oo f: 
5.00 !:::::..--~.,--:----:--'::::::---
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Graflca 1.- Datos de cuantificación con .el. programa AMBIS 212 d~ ·la .banda correspon­
diente a la glicoproteina transmemliranal .enJB de l:flV~.1 (lllb) y de H1v:2 (MS): Gráfica A, 
suero F032 representando· la reaétiitidád 'obse-r'.tada ·en :él grupo :1. Gráfica· 8,' suero 
8047, representando la reactividad deilg~upO 2:· · · · · · · · · · 

- .>· ·::·· .. : 

7) Análisis teórico de la gliJ~p~oteína transmembranaf. 
·¡·.• .-:. 

Debido a la alta reactividad' encontrada contra la glicoproteína transmem­
branal (TMP), y al hecho de que ~sta no estaba previamente reportada en la liié~ · 
ratura como característica de la reactividad cruzada entre estos dos retrovirus ;·y 
después de descartar infección.dual, nos enfocamos a realizar un estudió teórico 
sobre esta glicoproteína Y. las posibles regiones de la misma que pudieran ser . 
responsables de este fenómeno. . · · . · ,, : · ·· :: : . : .. 

La TMP del HIV es relativamente invariable, presentando conservación de 
más del 80% a nivel de aminoácidos entre diferentes aislados y sin. regiones· de 
hipervariabilidad(123). ·Esta glicoproteína transmembranal del HIV · siníe como an­
claje para la proteína de envoltura gp120 y juega un papel crítico en la infectividad 
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(124-126). La mitad amino terminal de la molécula es presentada en la superficie 
de la partícula viral .de células infectadas. . . . , · · .. · 

En términos. generales; esta glicoproteín~· es un~ porción· altamente inmu­
nogénfoa del. vir,us, Jos 'anticuerpos. inducidos 'poíella, son demostrables desde 
etapastempranas de Ja infec~ión y persisten en'. lás etapas terminales de la en­
fermedad 'c127~128)::;- • / :> < .:·:,, .~ ;: . . · 

En él 'gen.':de' ésta;·prote,íii~ ,ÓLlédé"fincontr~r~e un codón de término tem­
prano en la región qué corréspondeal ci6'miñféi ~Ítoplásmiéo (36,37), Jo cual expli­
ca .él tamaño; menor de' las próteínas 'iransmembranales encontradas en ciertos 
aislados de HIV~2. (33,43). Se désccino.cesi lá presencia de proteínas transmem­
branales de:diferénte tamaño en sistemas celulares in vitro indica una mezcla de 
cepas virales"ií, una solá cepa de virus capaz de modular la expresión del codón 
de término transmembranal. 

PROTEINA TRANSMEMBRANAL 

gp1ZO gp•'1 

J 
~ ~ ~ ~ ~ • • &1:?...S27 &8~09 6~88 684-706 728-746 824-830 862-867 

¡ / / i 
1 

\ 
1 ·Dominio lnmuno Dominio Homologa a 

dominante prfncfpal tran1membranal MHC·ll 

Dominio de Segundo dominio Anclaje Homologa 

fu1J6n.:- ·. fnmunodomlnante cl1opl.í1mlco a IL·2 

Figura 4.~ Regiones identificadas en la glicoproteina transmembranal de HIV-1: 
El sistenia'de numeración de aa corresponde al asignado por Myers y cols., a la 
cepa HXB2 de H~V-1,(129): . .· ... · .. · ':· ·. · " ·. 

A.' cli~e~~~~· regi~n~~··ci~'.lá' ~J{é·áf;i()í~in~ 'tí~~~ri\~~¡;¡.~~~I 'iiu~t~aclas ·en la 
Figura 4 se les h'án asignado distintasfunciones biológicás e innii.inológicas, entre 
las cuales seinclúyen:.,··'. ···: ·,,· : .. ·• '/' :;:¿,•; \. };':"/' '•:•='~/ ...... ·.· .• 

· 1) ,El domiiiio de fusion en el.eXtrenióámin? de la moléci:ílá. (a(51~~527), el 
cual es parcialm~nte respónsable de la jnfección éélÜla-célulay'de é,fectos cito­
páticos .de fusión y citólisis (130). ' ' ~ .< .. ¡; ) .. : ,;,' .~.;~,.; e '... ' ' 

2) El dominio inmunodominante. priinario'o prmc;ipal (ep1topo J) (aa, 583-
609), que comprende la región del puente di¡¡:ulfuro .,en!.í.l'. l,as. c;i,ste_ínas. 598 y 604 
(131-135), el cual se sabe que induce anticuerpo~ que níe~ian·citotoxicidad celu­
lar dependiente de anticuerpos (ADCC) (132~.134):; ·,,;·. ;o ':: .:.(,,);: <\ ,· ... , ·· .. 

3) Otro segundo dominio inmuncigé~ico (epítopo II). (aa'.6:4:4-668), 'que se 
encuentra en una región previa aldÓminio transr¡iéintir~inal (132:136), del cual, 
por estudios realizados con anticuerpos morioclciriales, se ha reportado que pue-

35 



de ser aún más efectivo en mediar la ADCC que los anticuerpos generados contra 
el epítopo 1 (137). ... , .·. .. . 

En un estudio. realizado éon .1 o anticuerpos. mOnoélonales humanos contra 
ambos epítopos irimun6do111inantes I Y'n, se .obsenió que 4 de éstos potenCian la 
infección viral dependiente' de anticuerpos· mediada por complemento (C'-ADE) 
(138~139). F'or)o ,tarit~, los. epítO¡ios de)á TMP. pÚeden inducir gran variedad de 
anticuerpos: cor:i una'· multitud d19JL1nciones inmu'nalógicas; y aún. más, un sólo 
epítopo •o !'grUp[J' de'. epítopos", pUeé!e' 'orÍgi,nar ánticuerpos •con funciones. biológi-
cas aparentemente c9ntradiétariás (ADCC y C'~ADE)~ · . . · · .. 

4) EÍdominio'.frans'rrlémtíranal ·(aa· S84~705), compuesto de aminoácidos 
altamente hidrofól:iicos (1_24 ).j,; :~~'. ';':/ yr: ~Ii \;,e ;)_; < . · · . •••· : . : · ·· 

5) Una regiónhidrofílica pOsterior•a la régión transmelllbranaI (aa 728-745), 
la . cual probablemér:ite7siíi/Ei como ;¡iindaje}illtrai::itopiásmico' (123),(hada .el cual; 
han sido mapeádos algunos anÍiéuerp'os'con actividad neutralizante (.i 39; 140). . . 

6) Una región ,cje:6iamilloáCidos~(aa 824:S30)• la cual es)icimóloga a un 
péptido. del extremo amino termina!idel 'antígeno de éiase:I(del MHC de leucoci­
tos humanos ·.(142): .. •·<;'· i:~.?):' .• ·· 'Zs.:·.i;;::\.;'.;<if ':•\:;11•.'.c\;•. ·• ••c,y·:~!::ii:''.'.ü;:'•t•t ;};·•· ·.·~· . ···. 

7) Y finalmente; unaregiórí:de 5 :aminoácidos eii el; extremo carbOxilo de .la. 
proteína (aa 852~857),.tjue'es tiomóio9a 'a Gíla'•'seéuerii:iaániíiio.ierniiná1 de inteir: · 
leucina ~ (1/13):e . ;·•. :~ ,?:' ;)'.•Y1'':f: .:7 .;;,\; <: {/:- .\.·>·,'.f \{.,,,.> :• .. ·.... .. 

· Peptrdos :srntetrcos •derrvados•del' dommro; rnmunodomrnanteprrncrpal han·. 
mostrado. alta·. especifidcíad y.'sen.sibilidad fe'n )a :(féiieéciórrcie'anticuerpos' eri~el 
sUero de •. pacienteS infectadoscon.1-ÍIV~j .. o.:c·an\HI\)~?; yh'aiÚ:lermitido el. désar'ro­
llo de· pruebas. de.lamizaié;'.que ciisérfniinán?éíl'tré 1o's1añticuer¡ios•en••respuesta .a 
HIV-1 y 2(R2~,24,25).\Eri ambos Íipos de' HIV eÍ epitopomÍnirno 'reconocido es de 
7 aminoácidos flanc¡ueadós 'en su extremo' amino y.cartíoxÍIÓ 'por 'cistéína5; el .cúal 
esta léii::alizado en HIV~1•dei a'a 663 al.609 <i1<i~146):;: ~- . .,, .. . . 

S) Corf ttt~;~~¡~~~~f Í"~f;~~A~,~r-I~f~1t.iLfa,,. rep• MS 
de HIV-2, de fá cJal aún nó se CÓnoce su seé:uerícia;;por .lo quedecidiIT)OS compa­
rar las secuénciá~ ·fe'portád~s~.ci·e 1¡¡\l:Mf".~de,vari¡¡s cef)as d.eJHV-2 para determi­
nar ergradci de! c6nserváéiól1 entre~las'mismás y, comp¡¡iarlas~con. lá ,secuencia de 
la TMPd.e'. lii(cepa'lllb~(XB2)'.cie ~1--f IV:.1 que(utilizanios.;eri'este .estudio.Lás• se­
cuencias de ·aminoácidos se.ol:ituvierón deja base de ~atcis de.los 'Alam9s (147) y 
el análisis .de•simiiitüd se realizó C:(:in·:ei1 progr_áfTla fustél! sequerice ana/ysis pro-

grams (~~2~~t'i/t~;A~~~i~'.1~¡~~~~~7;~t8i~~~h~~~~~t1/6cJri~'Mr¡¡W.don~eiva-
ción de amlnOácidos:en está· proteína;:;del;orden:del',90% ten;algun.as regiones, 
en especial, enlá·'miÍad. 811)inof.teiminal ae _1¡¡,proteina;ique;es'.d.onde.se encuen­
tran localizados jos epÍtOpos • inmunodominantes '. I. y U propuestos como fuertes 
inductores de anticuerpós, éfé hasta 100%'(iabla9). ·· · .. · · · · · 

/ 
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NIH.S211856 . ' 
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G A A s L T L s A as R T L L A G 1 V aª· Q a a L L o V V K R Q a E M L R L· T .V WG T K N l. Q A R V 

··· • ·.·•V•, •. ·.• • • • • •.• ·. • •; ·.· •· •.•. _ ......... ·.L ·;! •.•. ·:,.· ....• •.·• .• ·.•. 

............... 

Tabla g;~ Aliné~CiÓfi de la~ se'~Jeridaítcie'I~ gficoprotein~ transmembranal de 6 cepas de 
HIV-2, se Úllliió'como referené:iíúá cepa ST. H indica ·el mf.smo aa, (.) indica deleclones, 
(x) indica el ·extremo ·earboxno·de lá prófoiña.:L!úeglóri énmarcada con doble linea co­
rresponde a, la.región del:e¡iito¡io inmún6c1ominante principal y la enmarcada con línea 
sencilla co,rresponde_al dominio seéundario; -:;:. ·· . 
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Debido a que observamos una gran conservación entre las cepas de HIV-2 
en Ja mitad amino terminal, decidimo.s utilizar Ja cepa GH1 ·de'HJV~2 para liacer Ja 
comparación con el HJV~1 en la búsqueda de posibles regiones responsables de 
las reacciones cruzada.s ob~er\fadas;en 'riuestr,o trabajo: ya; que ésta• cepa tiéne 
una TMP del mism,o tamaño qúe;Ja utilifadél en'elestudfo, ,f,';, ".'' <<::: :> ; . 

Al.comparar 1a:re'gióií amino terininaJ'éléJa:¡¡-MP de·;;~ta cepa corí'eJ. HIV-1 
utilizando·e1•pro'grama·.•seciJér1ci::.encorÍtramos'qüe' en:Ja'región'éfue comprende el 
epiÍopo .I de' H JV~1 iiimáyór simlliiud 'é'ncontradaes, (:¡el ~SSº~··/ cól'[esponde 'a Jos 
ªª 57.3~5ss"d~··1a i:epá;(3f:lfciftH1\)72Friiiéniras'é¡ué énia:'fegióiiBé1repílcípo rr1a 
mayor similitúd 'es'. del'~IB~. Viábarcá;d.eJ 'aa :629 <'aJ:652''t:fii.HIV~2'f;CÜéjn'do •se íéali­
zó .Ja· corriparadón .. éorí\u1-prógrania diferente,: el Pcg~ne'(Pcgeiie'version. 7.0. In~ 
te/ligenetics,'lnc:), el porcentaje 'ciesim'ilitud áumentó~éíí' el épitcfpiil al77:7% y en 
e1. rr·. ai 72o/c,,\Ya'que•~ste;íJr.ií9ráma~cciií5íifo'ra;cciñ58f;¡aclas::}os~amin'c>a~idas que 
son .deJ.'mismi:Í grupo.:{no' cámbÍan' Já' confÓrmadórifinal de.ia'proteíriá!:.' .· .. · 

',• - .: ~- -< · " e'.·«.- .. ;;·e' '-~ · ,J, ··cy);/~~.:.···.{> ·~·:·~;·<-~:::. '""' .:· :''"' : ,~:.\ -~'.'.(; :':~''(::~, -~-'.-~ ··-:.'.:;'.,: ~-~~_':\,~.;-; 

XB2 58111:28·· 
GH1 5i11618 

XB2 6291680 . 
GH1 6U1GGS: 

l. A .-~ R y, _l.;K o Q,~.:-ª ~~ ~<G L·W.~ e .s "G K_ l. r. C.>-!? A~- p ,W·N A'-S\v~··N '1«:s .. c E o-,· WN H T·r w 
T.:-.: r ~- K · >. ): :. t.~;,. .. ·~. N-s· • ~ ·"'.·.·.s. F R a V'~· H" :"-: • -'<· ~ -·v ~ ~·s,'~:.,~_t;;~-w~:.~ _M T ·wo e we 

:? ~· ~ ~~ n~ ~~(~ ~•.: ~· ~ !·~(~~.~~:-~~E~::.~~~~~.~~·~;'~~~~~~~~~':'·~ 
. ~-'-=~·:~'-1 .. :. ;,·, .. ~,_-; :• ·'··''.;:. ;~; ,: .. ':_,_-~~ '.::, _.-._;_._' ' .:·~'-~·- ~-- ,, ' ';~;. --:~·.:'_ ~ :· 

Tabla 10,-Alirieaclón,de:Jas seéuencf~~-'d(aminóácidos'de'.lá miía'd.amfriolerini~al de.la 
glicoproteina transme'mbranalde)a.éepa·XB2. de HIVctYla· cepa GH1:,de HIV-2; .utilizan­
do como referencia' Ja capá XB2 (-) indica el rnismo,aa.j~) Indica deJeé:iories:. L.a región. 
enmarcada con· doole lineá có'rrnsporide'a Ja reglón del 'eipltopó)iiníuricidóniiiiélnte'¡irinci~: 
pal (epítopo J}· y: Ja; eí\márcada 'con:línea sencíllá; é:Cirresporide af?déiriíinlo •s·ecundario. 
(epitopoll). · •:.~·~•• '- ~' :'{ ' · - •· •• •l, {'t·~. ·:;.;,', -.: - ·. 

caK·~1.c;a1~k··~íJ~·11~' .. ~{··1i~¿~rfi,i'.p~~i~ip~~i¿~··d·~,··~~1apci.r.:~.·,~ reac-
tividad obsérvada/yá,q~e este)eencu'enfra;iepresentad6 en .el. péptido de HIV-2 
(aa 583-603) inéJuidOen•este' é11sayo,3;por lo .. qué nos enfocamos a hacer el.análi­
sis de Ja. región correspondie'nte,áiepj!o'po 11 para éval~ar su posible. participación 
en las reacciones obseirvádas'. <;.,:/ /• /; , .. ') .• , .. :\. . . . . 

';;_:~ ,, _;_~, ¡:-::~--,_-. ,",:} · . .-_:'.' ·.::·::'.·'.-.~,···." ·.:-.--"' 
!'/: . i." .. - ... « ':-:y,·:~ 1"·;.-,,::0 .. -~':·~. ':;;;:;: :·:>::-~ .. <~ 

s¡ An.tigenicida.ci··.·.éíe1;epítopó'~.d~'.·~.'Y~2 ..•. · 
'Para d~t~;~i.~a·x~ r~;i~:~;icid~:;·de ·,~re~ión correspondiente al. epi topo II 

en los 2 iipos de HJV; e¡mplearij(js:eCrnéic;ido d~sá.rroll~d() por Pa~ker Gua y ~o­
dges (148),. con~el prógrama:Sufiacef'lot, .eri este.programa .combinan tres mela­
dos paiá predecir Ja'antigenicidad de Úna: prátéína; los. cu.al es son: .hidrofilicidad, 
accesibilidád.y moviÍidad, qúe'scinpresentados en una gráfica compuesta y con­
sideran que fas regiones que p'resentan' ul1 perfilde antigenicidad (valor de super-

/ 
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ficie) superior .al 50%, tienen una gran probabilidad de ser inmunogénicos. Como 
puede obseryars~ en la gráfica 2 •. laregión correspondien.te al epílopo II.de la 
TMP de ambos vrrus, presentan .en la parte. media; un grupo de aminoácidosque 
tienen un valor de superficie del 100%',' lo cual nos indica qué son bastante anti­
génicos y neis permite; inferir q~e. este ·:·dó'minÍ6. puede'. estar involucrado . en la 
reactiliidad obseryada en sueros. Hl\j71. positlvó.s hacia la glicoprciteíria transmem~ 
branal de HIV-2: . -~·.• :.:-'"' >. · · · ·· · ·" ·" · ··· · · 

Gráfica 2:- Dato; cik I~ predi~~iÓn de antigaliibtdad del :epitopo rr de la glicoproteina 
transmembranal .de HIV:1 y HIV?2je¡jlizada con éiprogra~a Surface Plot. 

• •. ·.¡·· - , .•. >;: ', ~:\f[.; ·· .. ·.(~~ 
;· '.'~ , . ,'' ' . ..J:---' ~ , '•' ' "· ; . ·.:, 

10¡ Reacti~idaci(6on"~I pé~td.l&:éCi~HÍV~2: ·: · · 
- : · -> :,-.::.'_:_.:-:~(·,~~~~:~;::_:_;;f\:·-~.:~L;:yr,-~i~_(\'.;r; 1r:.v\:~:~·:_~.~d: :~:~: \;_,<}~_-,-->~:' , : : _, ,_ - .. - · 

Para demostra( o ;descaiiaf la partiéipaéióh,de éste. epftopo. s.e. realizó. la 
síntesis del. pépÍldo céíirespondierite ·a¡ segundo dominiéi)nmunodominante de la 
g/icoproteíria·transmembranaldé HIV}. La.sÉicuericia sintet.izada es:,NH:í~ser, leU, 
glu, gin, ala,;91n; ile/glri, glri/ glü; lys; ásn; niéti!Yr. glÚ, leu; glríilys, leu,.asn, ser, 
trp,asp,v~l-C0,<?1{}:· ..• ·< ;,);:~<· 1-,~•<:· .. ··: '. .... ·· ..... -... 

· Para· montar:y estandarizar-•Uri ELISA para.·. probar el ·péptido ,sintetice se 
empleó ún súer6'cie'conej0 hiperinmuné añt(ii1v~2.~prepárado,coritra el virus MS. 
Una· vez estándarizada· latécnica,se empleó .ur{suerc/hÚÍÍ)ariÓ:HIV:;2'positivo,· se 
obtuvo·. del 'es!Úche 1 comercial H/\/ét/H/V-2' ELISA'Tesf '(Ortho··oiagnostic 
Systems), el cual se.utilizó para.comparar con iós sueros humanos HIV-1 positi-
vos que presentában reacción cruzada; ' . 
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El péptido se probó en ensayos de ELISA con sueros humanos negativos a 
retrovirus, 1 suero HIV-2 positivo, con 2 sueros positivos a HIV-1 que no presenta­
ron reacción cruzada con ninguna proteíf)a de HIV-2 en IB'(P077, A916) y con 10 
sueros.que ·presentaron. reac.ci.ón' cruzada ·con la TMP. por·1a(A88ci; 8047, F032; 
0066, 466, 129, 328,' 0978; A9n;y 0982( Como control. se empieó e(súero' hi­
perinmúne de cOnejo anti HIV-2 y sueró de cónejo'río'rmal;. ;: < 1 , •··. ; .. ·< 

Para pode(CO!Jl¡iárar~ 105 ensayos de EUSA de las 'difererÚes' co"íridas :sé 
utilizó Ia relaciónDO/lC/d_onde DO '5 Absorbanci1tdé'la muestra' y ce: =.uneá de 
corte del, ens~y,o. La';Jínéa'd_ecorté de'i:a~á:'ensáyo S!'J obtuvo cón~el;promédiÓ de 

~~i~r6~e~~i~~~1N~8&:~,á~~,~t;~,;·'.0i'.~~0t~Í.~~1~~1.tt~r~r*:Tm~~(J 1,~;~·m,ú_{ts,t~t~~.~.~.···~º-·· . 
. ·. El promedio de absorbancia'de los sueros negátivos. en'los ELISAS'con el 

péptido 'siritéiizada'tde"• HIV~2. correspondiente )al iepítopÓ' n: fÚé ;o:sq6Yéon··.una 
desviación ,éstándardé'o,112;·1a''absorbanéia d~I suero, HIV~2 positivo'fúe •7/ ·,ve­
ces el promedió de l?s suérós Ílegativéís;'miéntras qúe en lóúú~r.os HIV:.1 positi- · 
vos que no ¡:iresenta'rari:reactividad'cori.la.glicopróieínatiánsmembra'rial 'de. HIV-2. 
por IB la absorbancia 'obtén ida '.es 'en·'pfome~iÓ 1.6 veé:es'el prorriedíO: de: las ne-. 
gativcis./ Los suerosiqúe)si presentaban feactividad céin•.1a.•9Hcdprciteíria trans­
membrána(por 1,B d,ierÓÍl Ün vafor prórl;edio.de4.S.veces'él 'déilós:.fÍegativcis; eón 
un valór.mínimo deJÍasia•2.Sveéesy'ún vá1Ci~'iíiáximodé:i3veces~•Estos datos 
nos permite·n ciitérénciar1cis 1'~uerós .l-i1V-1· positivos 'que ncitprés'eiitaron reaé:tiii1~ 
dad poílB'con HIV~2 (1.6'vecesfde aquellos en que si se Óbser\!ó reacción (4:5 
veces). .... . . • 

REACTIVIDAD CON EL PEPT/DO DE HIV-2 POR ELISA ., 
3.51 

3; 

g 2.5 ~ 

i5 2~ 
Q 1.si 
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osj : o' 
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Gráfica 3. Resultados de los ensayos de ELISA contra el péptido de HIV-2. (C -): suero 
de conejo normal; (C +)1 suero hiperinmune de conejo anti HIV-2; (HIV-2. +): suero huma~ 
no anti HIV-2; (204) y (215) sueros humanos negativos a HIV; (P077) Y (A916)1 sueros 
humanos HIV-1 positivos sin reacción contra el HIV-2 por IB y el resto son sueros huma­
nos con reactividad contra la glicoproteina transmembranal de HIV-2 en 18. 
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11) Ensayos .de inhibición por compe~encia con el péptido de HIV-
2. ·. . . .·· .. 

P~ra det~r171in~r la e~pecifi~idad de ia. reacción observada por EUSA, se 
realizarori13nsayos•de inhibición preíncúba'ndo.eil suero.con péptidoen solución 
(1 o µgtsoµ1 dél .suero .dilúido) antes de.realizar é1 ELISA. , ' · ··· ... ·.·•· · 

· .· .· Los resÚltados• obtenidos niiíéstian· ún •promedio. de absorbanciá para· los 
suercis negativós'de c');7j3 coríUna desviación estándar de 0.089; el.sueroHIV-2 
positiyo aio:uná absoÍbanciai0:98'veces el:promedio de lossuérós. n'egativos; en 
los:sueros •·HIV-1 ';pos.itivosf.qúe:·na ''pre'sentaron.•.reac~ión con,· lá glicoproteína 
transmembrarial de HIV-2por 18 tel 'válé:ir promedio 'de la ab.sorbancia. obtenida es 
O, 74' veces el promedio de los' süér?s~ íiegaÍivos; finalmente; en• lcis: sÜercis! HIV-1 
positivos qUé presehtaronreáctividad•por 18 el válor promedio fue fas veces el 
pro.medio 'dei los sueros·negatiiios, con un rango 'de 1.44 a 0.s35 veces: 

•;',-, \ 

INHIBICON POR COfl'PETENCIA CON EL PEPTDO EN SOLUCION 
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Gráfica 4. Resultados de los ensayos de inhibición. Se emplearon 1 O µg del péplido. Las 
barras claras corresponden 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 +):suero humano anti HIV-2; (204) y (215) sueros humanos negativos 
a HIV; (PD77) y (A9.16): sueros humanos HIV-1 positivos sin reacción contra el HIV-2 por 
18 y el resto son. sueros humanos con reactividad contra la glicoproteina transmembranal 
de HIV-2 ein7 1;~··'.'" . :o. ;.: //.r,:, ' < , 
. · ; c(l;.nb5~1µJ~J~6~·5~;.J¡¡·f:·e'; ia gráti6~4. 10~ sueros humanos. ne9auv6s: 

preser¡tarorí un'lige'ró'áúménto'eii lá ábsorbarícia eri los ensayos de competencia 
con el pépii~o;,'io cu~l)16'pU~de~ccinsiderarse ccimo error experimenial ya qUe se 
realizaron .varjcis· ensayos y;~eii'todos los casos el resultado fUe el m.isino. Eri loiL 
suero~ HIV~fpósiiivÓs é¡üe pfesentarori reactividad con la glicoproieína Úélns- • 
membra-ná(ae Hlii~2eT¡ironíedio cié inhibición fue de 67% de la reactiitidad origi­
nal cciriún rang'ci de 58%.a 88%.EI suero HIV-2 positivo se inhibió 82% y en el . 
caso de íos' sUeros qúe'rió presentaron reacción con la glicoprciteína fran~mem-
branal en 18 se :encontró úna inhibición del 34%. · · · · 
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V 

DISCUSION 

A partir del conocimiento de que el SIDA puede ser causado por2 tipos de 
HIV y de que en México únicamente se habían reportado casos de infección con 
el HIV~1. se~ decidió hacer un estudio de vigilancia continua. de la apariéión del 
HIV tipo 2 en nuestro país. Hasta el momento no hemos detectado ning~n.caso de 
infección.con HÍV:2; o infecciones mixtas, pero al realizar el an.álisis d.e lá res­
puesia de súerós' mexicanos HIV-1 positivos, con antígeno dé HJV:2; :Sriccintramos 
reactividad importante con varias de las proteínas de este'otro retiovirüs>cúando 
iniciarnos'este estudio e.n 1989, Jos reportes publicados indicaban la' presencia de·. 
reactividad ;cOnfra proteínas de los genes. gag y poi,'. y solaineni'e'con la _gp11 o 
codificadá péirel,gen env de los virus tipo 2.en individuo'sEinte'C:tados>con'HIV-'1 
(15; 108).'. Sin 'embargo; nuestros datos mostraron una reactividadcorí;'la"glicopro­
teína Írarisrnernbranal del HIV-2 no rep6rtada hastaiese'iTíomerítoT!Estos resulta­
dos nos lleliaron'a 'realizar uri estudio más profuii'éfo'déi"'esÍas''reaéciones:~\;i ! ': 

;; Prirnerániénte hicimos un análisis d.etallado deía'.feactividad prés'entada en 
los IB,• observando que solo el 1.:8% de Jos sueros·negativós á HJV:f presentaban 
alguna reacción, mientras que los sueros correspéindieñtes\·anridividuos HIV-1 
positivos mostraban reactividad en 79% de los casoi{EstosdatO'sriº~s:permitierOn 
inferir que1a··respuesta observada en los<Ja de'Hlv-2:;~sfaba'irelacjoríada cenia 
infección coq.átro retrovirus heterólogo y qu'eno(e'ralina\respuesta:de tipci ines-
pecífico de la población en estudio. . -• ;.. ''' '~'.·· '· ,, ... ,/ ·. ;:;: ,;:_~ .' · 

La proteína de HIV-2 para la c¡ue se' ha repe¡irtado mayOi.,reactivicfad:en SUS: 
ros HIV~1 positivos es la p24 codificada-por el genºgag;',con resp-ecto 'a las•glico· 
proteínas de membrana, diversos· estudios des.de;;t98?; (15;108, 1soi151 );:indican 
un promedio de 10% en estas reaccion'es!'En·'l'in•esfudi0:Íeaiifad6 pCÍr:iBottiger y 
cols. (151) en. el que reportan 10% de r~aétiviéla'd·e~ritre'las;91ico'proteírias:de en­
voltura de ambos tipos de HIV( ell()S ;Ótisí:i'r'iaro~ tj'ue,cuando !JtiUzaba~)B 'd.e ma­
nufactura propia· 1á reáctividad hacia;fa '.91iéoproteíria transinéinti'ranaL.de\HIV-2 
estaba presente, mientras que afemplear 18 córneri:ial.es ~ichá reactíiíidad desa­
parecía.· y aurnentában lasjéacci~nes con~lafoliéoptoteínáTeXi~~naF}Estosdatos 
concuerdan' con .· 1,os de ; otrá's. pti b liéa~io n esi en'• ¡¡¡5:··cúa fes,-::'üti1 iz'an d.o~ a ntii:u erp'ós 
monoclonales contra ia'.gliéoproteína'transmémbran'aí'de' HIV-1';• 'dernuesfran. que 
la. glicoproteíná.eicterna de.Ías tiras'de

0

JB\comei'cial son.en réálidadrnultímeros de 
la glicoproteíría trans'rnembrai:tal (152;153); ;fc·; "úr.<:~\'(: ':n.;;:;i:t~í.ú'):,,,,.•,;. ·. · · ... 

. . En. nuestro:'estlidi6: eiíé:onfrairicis \'que'ila' proteíriél·I;J,ás~·r~do'nocida ·por los 
sueros HIV-.1 •.positivos es la'p2f En'el c'as() de;níuesíra's':de!irí'éiíiíídÚcÍs negativos 
la reactividad encontrada'es,solo corifr1(ésta::µroiéína'p24n.o cüaJ'.'ifoílcúerda .con 
los datos reportados prevfarnenté (149). Además nuestros.dátosrTiuesti'an urí 29% 
de·reactividad é:on las glicopróteínas é:octific~daspor:'éi geñ'en\f. AnálizandO esa 
reactividad hacia lás·dos'g/ico¡:ír6teínas por' separado (eXterna.y tr'arisriiembranal) 
observarnos que nuestra positividad con la glicoprotéina· extemá es .dé( 9% similar 
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a la reportada en la literatura, sin embargo la reactividad de 24% que encontra­
mos hacia la. glicoproteína transmembranal es muy superior a .los :datos• reporta­
dos previamente; inclÜs~ emple1fndo 18 éomo lcis nuestroso en' estúdios~similares 
realizados. en países deAfriéaOccidental .do,; de. la, infécci.ón co'ri. HIV~2 tiene una 
de· ias · preiÍalencias.'más altas.En· esfos estudios réportari réáciiviaadeis qüé. van 
del 3 al. 14%' entré' las glicoproteínas, trarisrrierilbra·nales"'(je :ambos tipos de HIV 

<
154

; 
1 ~~)~va,;Ga%:¿~nli·i~~i~~ril~~{~)()~·~ri\i6Ü~rtbs ··~t~·r~~º¡f ~6Zn\1:·,~rprot~·ínas 

de HIV-2,·.en,e,special h.acia' la glicoprciteína··tran~me'rnbrarialterico,;tramos 'qúe en 
todos lós éásos, Ja•'reaétividaci'cári el a'ntígeino hcimólogofiiefmayor;alintjú'e algu­
nos·•sueros re~gcionaron éor{el'ánÍígena·.de 'HIV:2/a ,diluciones•mÜy·alfas; .. o·sea 
que estos •slieroí{tienen' üria '.gran cantida'd• dÉi"anticlierpásC.ciüe'recánO'cen· a esta 
gliC?.~.r?t.eí,fJ~-;:-f~;- -~)~~/'.'~f-i· ~:(;~:~:'.~;·,;;/i~/· :_i~~~~ /(\·.::}\)}1;~:~:~'.t'::_·-,:~k-:; \;"!::;: >·::,.~~~/· :-~-~-t ;;f!}:.?f~~\f) ·:~: ... :-- · ·~ :. · , 

.Al. éua,;tifipar;{ccin ayudá''def>pr6grarriá'AMBIS '.212;. la'~anaá •correispon~ 
diente' a'.fa iQlicóprotef n.<1 ;Jraiisrriem.branaléii'; iás )iras'• dé·•¡ 8 ,'i'obs'é'rv~i'rnos:·qúe sé 
distinguen:dos'tipos;'de comportamiento 'en''los'sÜero's;' en"él primero la.réacCión 
con 1.os aes anÜgenó'~ ~~:s.i(íiilar/níieÍltras'que e;, el ··~égün~.o.•la.r~ái:tividad i::ori .el. 
antígeno heteíólogo}eír menor·•cjesde úri'iríiéio'y 'disrnir¡iJYé níil¡; .· rápicjarii'ente• qué 
con el antígén.oHIV~f (ver gráfica 1 ):' ··./ · :ic. :~;,~;. :•;.' :':'>•·".> :::•, •. :·;:'::;> :,. . 

:. La deié'rminaéión •realizada cáíi. eí L:Íatek nos';permiÍió!d'escartarJ~ partici­
pación delepítopo!f de 'la gllcopráteííia. traiism'emiirárial'eiri '¡á5.'reacdciriés obser-
vadas. :• ':':' ,;~ .· · · ·· ··· .. · .·. · ··. · · . ·· "'. · ·••·• · ... •. ·;".;;~:. ::·. ·.'.·::/; .~/~'. !! ··•··· ....... . 

• ConsideraridoJc¡ué .la región ael épitopo ·n'esi muy conservaaá; 'eón· una 
similitud del 72% (tabla 10) y que es una}egióri expuesta 'en.la sÚpeifiCie y con un 
alto índice' de inrríunogenicidad (gráfica'·2), sejircipone~qúe; podría estar involu­
crada en la r.eactividad observada hacia la T~r:?e''.f:l.1~72;_, . }/ .. .. . .. ·· 

Para probar esta hipótesis se realizó'la·,síntésis de un P.éptido que repre­
senta el epítopo II de la glicoproteína transmémbra,;alide HIV~2/éil ei análisis de 
los resultados obtenidos al probar este pepiidó''efr'énsayos'irimuríoenzimáticos, 
encontramos que todos los sueros que s~ titularéiñ' por':¡s/reaccion.arán con él. 
Cuando se probaron sueros HIV-1 positivos C¡Uei'no hábían'presentado re.actividad 
hacia la glicoproteína transmembranal erí'lBifo's':va·larés '.obteriicfos eran muy cer-
canos a la linea de corte.·.·.·' ·· .• •.... ... ';_!'.~"•'.~.!!.;:'. ·:'<,\0::;\b~' .. ··.• . 

Con los ensayos d.e inhibición por.,competencia•con el .mismo péptido, se 
confirmó que la reactividad. que se Obsei'va/e~bastanié ~specífica; ya que se lo­
gra inhibir la reaccióri en úri griiñ porcentaje~'. :.·".- o .'',!.i''. ·:>:· +· ·. . 

Los . resultad.os·. anteriores\· demuestrán;'::c6mo Fésiaba reportado 
(132, 134, 138, 139); qué,el{epífopo. ll; represérítado 'en 'esté '.péptido, es inmuno­
génico y nos permite. iríferir!qi.iei esta involUcrado·•eri' las reaécianes que' se obser­
varon hacia la· glicoproteínafraiismeiinbrarial de HIV-2: El émilleode este péptido 
en inmunoensayos nos permite diferenciar los sueros positili(ls a:HJV~Lque pre­
sentan reacción cruzada con la glicoproteína transmembrariai ~e:H1v;.2, de aque-
llos que no presentan dicha reacción. . , . , . . ·>. ·: . 

Al relacionar Ja presencia de reacción con cualquiera de. las proteínas· de 
HIV-2 y la vía de transmisión, encontramos una reactividad,mayor, estadística-
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mente significativa, en el grupo de individuos infectados sexualmente que en el 
grupo de transmisión sanguínea. .. . . . 

. También· encontramos una corÍ'elación significativa de Ja reactividad hacia 
HIV-2 y el estado'clínico'de los'indiv.iéiui:ís infectados con HIV-1. El grupo de pa­
cientes de SIDA presenta·una meiior re,acíividad con HIV-2 que la encontrada en 
los grupos de asintcirnátié6s y, pacientes que presentan linfadenopatía.' 

. Anie .• tod_ós'estos;;resultados•podemos proponer algunas posibles. explica-
ciones; ninguna· de las :cúales'exclÚye.necesariamente a las otras.<<'.:. • ·. > . 

• . . La· primerá']opéión:sería !qúe. los individuos estudiados estuvieran infecta­
dos con ambos tipos aé~HIV;:lo 'cúal e'n este estudio se descartó con elerísaya· de 
Liatek Hl\1:1+2(121;122):}.~;,;H'k:. •J . . · · ... \ '.: .·., .. · · ..... 

·. . 'Otra ~xplica'cióniseiíai,que. estás individuos estuvieran infectados con un 
tipo' dist.irito.,d.e•H1V;,•tiéch6.'que ·ha ';sido. observado previamente con :otrcis 'retrovi~ 
rus ariimaíes'(156;1S7)i~Estáhipótesis es apoyada con los resúltados'ob!Élnidos 
en.el'análisis<de las reacción es crLizadaspoí.vía de transmisiórí(en'elcual,cibser­
vamos'q úe··e1·.grupó d,e )ndividúo.5': infectados .por tía rismisión':sexuaí• i)ºrésenta :una 
reaétividad c.i:'uzada niayor:'qlle: el~grüpó que se· infectó 'por;vía sanguínea, lo cual' 
podría indicar qüe las; cep¡¡s 'que ,sefransmíieri• por vía•sexuáJ '.sean:diféreiites: a 
las de fransmÍsión~sangüíne'á;'.Otio¡;'estudios · realizados'en'el Jabor'áforio también·· 
apoyan· esía)hipótesis: .,.Er{ürio de' ellos1cse' detérminó'si· los sueros' mexicanos. 
positi11os ¡¡;H1y,f.ré~accicmaoan igí.i8,1·6~n Ias;glicáp'ro!eirias de·2 Cepa_sde H1\i:1.· 
una es•1a·cepa:prototipo,HTLV'J1Ib/LAVyla otra es ·.un aislado mexicano de\1989, 
la· cepá C2p~1 > En:;este'.estúdio· se'obser\¡Ó que Jcis sueros .ae individúosiirifeéta- .. · 
dos por. fransmisiÓrí)~nguíñ'ea?iecoríócen mejor la glicoprcitéína externa del ais­
lado' c20-1"y.1qúe·Jas:súériis de.'personás infectadas• por vía sexual,' reaccionan 
igualcon Ja'gHcopr9teÍna<'éxterna.de ambos virus (158). < . ·· >r< 

. En ofro'iSstudio'realizadb'iú1 el labciratorio, en el cual se c.aracierizo. la re­
gión variable 3 de Ja''gÍÍcop'rciieína' externa de varias cepas de aislados mexicanos, 
se encoritró''que'existeiii¡:icfrlo' menos 2 genotipos .de virÍJs.''circÜlan'do'.'en Já'po­
blacióh méxicáriá'infectada é()il HIV:1, uno de estos grupos correspcinde;a 3 ais- ·• 
lados 'dé! paCientes }nfééfadcis ¡por transmisión sexual,.' Jos 'cua Je~ (al ;C:ompar~rlos .· 
con Iossub'tipas:cCin'sénso désCritos•anivéI mundial, seágrupaii-Ccin<ias secí.ié.n~· 
cías corisenscí'de';Jéis:subtipos s;o y.E característicos de virusais.lados'en.Améri­
ca, AfÍ'ica Céntrál;yTailan~ia; Al ()Ira grupo pertenecen.2 aislados)'.de'."J:i'acieiltes 
hemofíliccis,loscuales no.se pueden agrúpar.con hingúno•,deiios subtipos' con~ 
senso répí:iriádos •. ~'"·5e;iné:Juyén'.den!Ío de· los•v.irus nó:c1asÍfÍcah18¿;(1S9}:'Todcis 
estos résú1tácios apciyáij 1á:teiíríá de c:¡ue las cepas que:.se inf,:Odü¡eron al inicio de 
Ja epldemlaen'Méxicoia trávés de,Jas 2 pdncipales;íiía(de tr'élnsínisión,:sorí ·de 
orígenes diferentes!' Las. diferentes·· reactividadeS'~de•·c.ada ;Uno:'de:· estos ··grupos; 
sexual. y sanguínéo;·có'ntrá ·proteínas de' HIV~2; refúerzari' ía• hipóiesis de que los 
virussorídistintos .. ,.,. ;· .... ··"····J ·ce'•.· ... ·''';';, .. '.•;;:é• ... · 

'Una teréera posibÍlklacÍ: •es. la }ea'ctividad ¡inmun.olCÍgica crÚ~ad·a entre de­
terminantes antigéniccis lineales o' ccir,ito'rmácionales; compartidos·. por Jos. dos ti­
pos de virus,' Jc.i cual h,emós prÓbado co~ .• 1.os: ensayos, realizados con el péptido 
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sintético que representa' una región' inmunodominante de la gli~oproteíria tr~ns-
membranal ,del H1v~2. ·.•. · , · .; 

Curi6sa111ente, en el estUdio ya mencionado realizado por Bottiger y cols. 
(151), ellos·encuentraíl'Una .reactividad cruzada del 29% al comparar Ja reacción 
de sueros HiV:2 positivos con las glicoproieínas' de HIV-1, mientras que como ya 
se mencionó la r~.ai:tividád cruzada de sueros HIV-1 positivos con glicoproteínas 
del HIVc2és solo del 10%. En nuestro estudio encontramos 29% de reactividad 
cruzada'en',~uérós HlV~1 'positivos con las glicoproteínas de envoltura de HIV-2, 
igual a Jas,reacciones.que,presentan los sueros de individuos infectados con ce­
pas de HJV~2/i'.\' ,· C 

( Estos res.ultadós·aunados a Ja respuesta observada con el péptido de HIV-
2, apoyai{la'liipóÍesis de que las cepas de HJV-1 que están circulando en el gru­
po de iilélividÜos infectados por transmisión sexual en México se parecen más a 
cepas de fi1v:2,' ·por Jo menos en Jo que respecta a las glicoproteínas, que las ce­
pas .de.Jil'(-1 ·que predominan en otros países, 

PERSPECTIVAS. 
Este irabajo abre una serie de perspectivas una de las cuales se enfoca al 

área de desarrollo de estuches de diagnóstico mixto que actualmente ya se estan 
utilizando en ·México ante Ja posible diseminación del HIV-2 en nuestro país; ya 
que con estos datos es necesario hacer una evaluación de cada uno de estos 
estuches analizando el tipo de antígeno que Utilizan y Ja posibilidad de 'que Jos 
resultados obtenidos en cuanto a HIV-2'sean.reales y no sean producto de reac-
ciones como las que se reportan en este estud.io. . . .. . . . . . ·.. · · .. , .. 

Por otro lado la parte básica de este trabajo es'terrniríar.deanalizar las re­
giones comunes entre estos retrovirus;,lo'cual'a'lárgo)lái:o nos podrían llevar a 
la generación de cepas de HIV recombinantes' enlas'.cü'ales.'sé pcidríá uÚlizar la 
propiedad del H.fv .. 2 de ser menos P~.togénié:o. qUe;~I H_l\(~:1.} .. : .. ·~.= .···· .··,. . 

Otra posible área de enfoque sería el empleo de estos datos ,en estudios 
de epidemiología molecular y el.análisis de variabilidad viral.'de las cepas 'de HIV 
en relación a su posible origen de infrodUcc1órí en nuestro país; ·. ' 
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VI 

CONCLUSIONES: 

1. Con nuestros datos podemos descartar, hasta ahora, la pre­
sencia de infección por HIV-2 en nuestro país. 

2. Los sueros de individuos HIV-1 positivos en México presentan 
una alta reactividad con proteínas del HIV-2. 

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

4. Descartamos que en las reacciones cruzadas observadas este 
involucrado el epítopo inmunodominante primario de la glico­
proteína transmembranal del HIV-2. 

5. Demostramos que uno de los epítopos que participan en esta 
reactividad es el epítopo inmunodominante JI de la glícoprotei­
na transmembranal del HIV-2. 

6. La reactividad cruzada es más prevalente en el grupo de indivi­
duos infectados por vía sexual. 

7. Se propone que nuestros resultados pueden deberse a: que en 
algunos casos hay menor exposición de este epitopo II debido 
ya sea a la vía de transmisión o a la cepa viral, o que las cepas 
de HIV-1 circulantes en distintos grupos poblacionales 
(infectados por distintas vías de transmisión) sean diferentes y 
en algunos casos más parecidos al HIV-2 en sus glícoproteinas. 
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