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RESUMEN 

La región Terminal Repetida Larga (L TR) del Virus de la Inmunodeficiencia Humana (HIV) 

funCIona como un sitio de control y regulación de la transcripción viral In ViVO e m V¡tro Con el fin de 

caracterizar la secuencia LTR de variantes mexicanas del HIV-I, se extrajo el DNA de la sangre 

periférica de un paciente "no progresar' y de cinco donadores fllV -1 seropositivos inscritos en la 

Cohorte de la Ciudad de México. Así, se amplificaron, clonaron y secuenciaron fragmentos del L TR 

de una longitud de 505 pb Las secuenClaS obtemdas correspondieron al Subtipo B del HIV-l, 

manifestándose una identidad del 97.65% en la región no-codificante del LTR. En las secuencias 

correspondientes al "no progresar", se observaron dos mutaciones puntuales en el tallo del elemento 

de respuesta a la transactivación (TAR), dando origen a dos posibles estIucturas secundarias alternas 

de T AR-RNA En las secuencias correspondientes a un paciente con Síndrome de Inmunodeficiencia 

Adquirida (SIDA), se observó una deleción de 18 pb en el sitio de unión al Factor Nuclear de 

Linfocitos T Activados (NFAT-l). Esta deleción es genéticamente mestable In vivo, ya que no se 

manifestó en una de las siete muestras de sangre periférica del paciente 

Para determinar si las mutaciones que se observan in vivo repercuten en la función promotora 

del LTR, se seleccionaron seis secuencias mutantes y éstas se subclonaron en vectores de expresión de 

luciferasa (pGL2-Basic). Los plásmidos recombinantes, denominados pGL2-LTRMex, se 

transfectaron en células linfocíticas Jurkat, en la ausencia y presencia del transactivador viral Tat, No 

se observaron diferencias sigmficativas al comparar la actividad transcripcional basal de las varIantes 

mexicanas con la actividad basal del LTR prototipo (pNL4-3), p>O.05. Sin embargo, bajo los efectos 

de Tat, las variantes meXIcanas del LTR manifestaron una actividad transcripcional equiparable o 

mayor a la del L TR prototipo Aún las variantes con la deleción de 18 pb, así como aquellas con las 

mutaciones en el tallo de TAR mostraron una actividad significativamente superior, p<O.05 Ni las 

mutaciones puntuales, m las deleciones. ni los polimorfismos observados lograron repnm!r la 

actividad transcripclonal dependiente de Tat. 

Este estudio demuestra que las deIeciones y mutacIOnes que ocurren In VIVO en el L TR no le 

son forzosamente perjudiciales al virus y pueden ser genéticamente inestables, argumentando así, en 

contra de la producción de vacunas del HIV -1 atenuadas por delec'!ones en nefIL TR. 



SUMMARY 

The Long Terminal Repeat (LTR) of the Human Immunodeficiency Virus (HIV) serves as a 

site for the control and regulation of viral transcriptlon in vivo and in vitro. In order to characterize 

HIV-l LTR variants from Mexlco, DNA was extracted frem the peripheral blood ofa long-term nOll­

progressor and froro five other patients enrolled in the Mexico City Cohort. Thus, 505 bp-LTR 

fragments were PCR amplified, cloned and sequenced froro each patient. The resulting L TR 

sequences corresponded to the B subtype ofHIV-l, with an overall identity of97 65% along the nou­

coding region. In the LTR sequences denved froro the non-progressor, two point mutations were 

observed within the stem afthe trans-activanon response element (lAR), giving rise to two possible 

and altemative TAR-RNA secondary structures. In the LTR sequences derived from an AIDS patient, 

a novel 18 bp deletion was obseIVed witbin the binding site for the Nuclear Factor of Activated T ceUs 

(NFAT-l) The 18 bp deletion is genetically unstable in vivo, as it was not observed in one of seven 

sequential blood samples taken from this patient 

In order to determine whether these m vivo deletiens and mutations have any impact en the 

promoter function of the LTR, mutant sequences were selected and subcloned into pGL2-Basie, a 

luciferase reporter vector. The resultmg construets, pGL2-LTRMex, wére used to transfeet Jurkat T 

cells in the absenee or presenee of the viral transacuvator, Tat. At basal levels of transenption, the 

Mexican L TR sequenees dlsplayed a transcriptional activlty which was indistinguishable from that of 

the positive control (pNL4-3), p>O 05 However, in the presence ofTat, all Mexican LTR sequenees 

displayed either simIlar or higher levels of transenptlOnal aetlvlty when eompared te the control 

Unexpeetedly, the L TR sequenees with an 18 bp deletion and even the L IR sequences wlth potnt 

mutations which allegedly perturb the TAR-RNA secondary structure, resulted 10 at least a two-fold 

inecease in transcnptional activity (p<O.05). Neither the point mutatlons, nor the 18 bp deletion, Dar 

the observed polyrnorphisrns were able to repress Tat-dependent L TR transcriptlOnal actlvity 

The present work demonstrates that m VIVO L TR deletions and mutations are oot oecessarily 

deletenous to the ViruS and can be genetleally unstable. Thus, these observations would argue agamst 

the production and safety of nef/L TR-truncated strams of HIV ~ 1 as sUitable vaeeme candldates 
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2. 1.1 Clasificación del HIV-l. 

El Virus de la Inmunodeficiencia Humana (HIV, Human Immunodeficlency Virus) contiene 

dos cadenas sencillas de RNA de polaridad positiva [IJ. Debido a que una de estas cadenas se 

retrotranscnbe a DNA por medio de la enzima viral denominada transcriptasa reversa, el HIV 

pertenece a la familia Retrovmdae [2] Al illV también se le clasIfica dentro del género de los 

lentivirus, ya que la patología causada por éstos generalmente se asocia con periodos largos de 

incubaclón y con manifestaciones degenerativas del sistema nervIoso central o del sistema inmune [3J. 

El aspecto cónico de la cápside viral también distmgue morfológicamente al IDV como un lentivlI"Us, 

ya que el resto de los retrovirus humanos contienen una cápside en forma de cubo [2, 4] 

En base a la variabilidad genética yantigémca, se han definido dos tipos del mv el,tipo 1 yel 

tipo 2 [5] Aunque ambos tipos participan como agentes etiológicos del Síndrome de 

·nmunodeficiencia Adquinda (SIDA), solo comparten una homología genética por debajO del 50% [6, 

7] El IDV-2 también difiere del HIV-I en cuanto a su epidemiología [8], historia natural de la 

infección [9, 10] Y vanos aspectos bIOlógicos [111. Este trabajO se enfoca en el estudio del HIV-l 



1.2 Moñología de la partícula viral madura. 

Al igual que otros lentivirus, el HIV-l tiene un diámetro de aproximadamente 120 nm [3]. La 

superficie está compuesta por una bicapa lipídica o envoltura que proviene de la célula hospedera y 

que acarrea proteínas humanas tales corno los complejos mayores de hlstocompatibilidad, entre otras 

[12] Incrustados en la envoltura, se encuentran 72 picos en forma de perilla (Figura 1.1) que están 

formados por el complejo trimerico (SU-TM),. La ghcoproteína de superficie (SU, gp120) se 

encuentra expuesta hacia el exterior y permanece anclada a la glicoproteína transmemhranal (TM, 

gp41) a través de dominios hidrofóbicos y enlaces no covalentes [13]. 

Hacia el interior de la partícula, se encuentra la matriz viral. una capa que sostiene la estructura 

del virus y que a su vez está constituida de aproximadamente 2,000 copias de la proteína pI7 (MA) 

[13]. Dentro de la matriz, se encuentra la cápside antes mencionada, cuya forma de cono está 

compuesta por la proteína p24 (CA) La cápside contrene dos cadenas sencillas de RNA (ssRNA) que 

constituyen el genoma viral Estas cadenas sencillas de polaridad positiva (rnRNA codificante) se 

encuentran físicamente asociadas a las proteínas de la nucleocápside (Ne, p7). La proteasa (PR), la 

transcriptasa reversa (RT) y la mtegrasa (IN) son tres enzimas que el mV-l utiliza durante su ciclo de 

replicación y también se encuentran dentro de la cápside viral. Por último, las proteínas Nef, Vif y 

Vpr se encuentran dentro de las partículas virales, aunque su ubicación exacta es variable según la 

madurez de la partícula viral [13, 14]. 
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Figura 1.1. Esquema de una partícula madura del HIV-l. (A) Se muestran diez de 
los 72 picos en forma de perilla que sobresalen de la envoltura viral. (B) Cada pico está 
compuesto por el complejo trtmérico (SU-TM),. 



.3 Ciclo de replicación viral. 

El ciclo de replicación viral se divide en dos partes la fase temprana y la fase tardía La fase 

emprana comienza en la mteraccIón entre el virus y la célula susceptjble e involucra todos los 

¡rocesos que culminan en la integración del genoma viral al DNA cromosoma! de la célula La fase 

ardía comienza en la transcripción y expresión regulada del provirus integrado e involucra todos los 

)roCe5QS que culminan en la gemación y maduración de las partículas virales [13]. 

1 3.1 Fase Temprana. 

En el modelo actual de infección de linfocitos y monocítos, la glicoproteína de superficie (SU, 

;;pI20) se une al receptor CD4 en la membrana de la' célula susceptible La unión prolongada entre 

sP120 y la molécula CD4 causa cambios conformacionales en gpl20 que potencian su afinidad hacIa 

:;orreceptores celulares tales como la fusina (en el caso de los linfocitos) ó el CCRS (en el caso de los 

nonocitos). En conjunto, las interacciones entre gp120, CD4 y los correceptores celulares inducen el 

jesdoblamiento de la proteína transmembranai (TM, gp41), exponíendo así su dominio fusogénico en 

el extremo amino-terminal Mediante este mecanismo del "resorte cargado" (Figura 1 2(A), parecido 

al de la hemaglutinina-A del virus de la influenza, se micia la fusión con la membrana celular para 

iniciar el proceso de penetración [15]. 

Se ha descrito un mecanismo alterno de fusión (Flgura 1 2(S», en el cual la interacClón 

prolongada entre gp120, CD4 y los correceptores celulares desprende a la glicoproteína de superficie, 

separándola del complejo (SU-TM)J. Este desprendimiento permite que la proteína transmembranal 

TM se reacomode y oriente su domimo fusogénico haCla la membrana celular [16] Teóricamente, 

ambos mecanismos son posibles y no son necesariamente excluyentes [13]. 



(A) 

gp120 

(B) 

usogénico 

Reorientación 
del dominio 
fusogénico 

Figura 1.2. Mecanismos alternos de fusión de la envoltura viral con la 
membrana celular. La interacción prolongada entre gp120, CD4 y CCR-5 provoca 
(A) la distenSión del "resorte" fusogénico de gp41 ó (B) el desprendimiento de 
gp120 y la reorientación del dominio fusogénico hacia la membro.na celular. 
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Posterior a los eventos de fusión y penetración, el virus se desnuda, eliminando su envoltura y 

depositando su genoma de RNA en el citoplasma (Figura 13) Para que se lleve a cabo la 

retrotranscripción, se requiere que una molécula de tRNA LIS celular se hibride al RNA viral y así sirva 

como iniciador de la cadena naciente de cDNA (17]. La transcriptasa reversa (RT) se actlVa y, 

mediante una serie de saltos combinados con su actividad de RNAsaH y de polimerasa, produce 

cDNA viral de doble cadena [1, 17]. Se ha demostrado que tanto la proteína accesoria Vif, así como la 

proteína de la nuc1eocápside p7 (Ne) aumentan la eficiencia de la retrotranscripción in vitro mediante 

la estabilización y el acomodamlento de las moléculas de RNA [13, 18] 

Una vez que se produce el cDNA viral de doble cadena, éste fonna un complejo de 

preintegraclón, asociándose fisicamente con proteínas celulares de alta movilidad (HMG-l) y can 

cuatro proteínas virales: RT, MA, Vpr e IN [19] (Figura l 3). La proteína Vpr conecta el complejo 

de preintegración a la maquinaria de importación nuclear de la célula y por medio de un proceso de 

transporte activo que requiere trifosfato de adenosina (ATP), el complejo de preintegraclón Se 

transloca al núcleo celular [20J Dentro del núcleo, el cDNA viral puede permanecer de forma 

extracrornosomal hasta por cuatro semanas en células quiescentes [211. ó bien puede integrarse al 

genoma cromosoma! de células activadas en sitios aleatonos mediante la actividad catalítica de la 

integrasa (IN, p32) [22] Se produce, entonces, lo que se define como un provirus del HIV-l 

1.3 2 Fase Tardía. 

El primer paso de la fase tardía del ciclo de replicación viral es la síntesis de transcritos virales 

y la traducción de los mismos para producir proteínas virales Los primeros transcntos que se 

producen son RNA mensajeros cortos que se editan por el mecamsmo de spbcing y corresponden a las 

proteínas reguladoras del virus Tat, Rev y Nef [23]. Una vez traducida, la proteína Tat funciona 

:;omo el transactivador viral (ver Sección 1.7) y se encarga de estimular la producción de transcritos 

virales tardíos que son más largos y que dan lugar a las proteínas estructurales y a las enzimas del 

,irus [24] 
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Figura 1.3. Esquema del ciclo de replicación del HIV-l. La fase temprana 
comienza en el reconoCimiento del receptor CD4 y culmina en la mtegraclón del genoma 
provlral. La fase tardía comienza en la producción de transcritos virales y termina en 
la formación de partículas virales maduras [13]. 



El transcrito viral correspondiente a los genes de la envoltura (env) es un transcnto editado por 

splicmg que se traduce en ribosomas asociados al retículo endoplásmico (RE), fonnando la 

poliproteína precursora gp160. Ésta se oligomeriza en trímeros precursores (gp160)3 que pasan a 

gltcosilarse en el aparato de GoIgi [15]. En el trayecto hacia la membrana celular, los trímeros 

precursores son cortados por proteasas celulares (25J, dando ongen a los complejos trímericos (SU­

TM)3 ó (gp120-gp41)3 que forman los picos de la envoltura mencionados anteriormente (Figura 

L 1 (B» La molécula CD4 tambIén se sintetiza en los ribosomas asociados al RE, para evitar que ésta 

secuestre a los trímeros precursores antes de que salgan hacia el Golgi, la proteína v1ral Vpu se le une 

con una alta aflllidad y acarrea los complejos CD4-Vpu hacia proteosomas de ubiquitina, asegurando 

así su degradación [26] AsImismo, las moléculas CD4 que se encuentran en la superficie de una 

célula infectada también se degradan dentro de endosomas Esto lo logra la proteína reguladora Nef, 

ya que primero se une al CD4 expresado en la membrana y luego se une al factor celular AP-2, el cual 

estimula la formaCIón de endoso mas recubiertos de clatnna [27] 

Por otro lado, también existe un transcrito viral pnmario que no está editado por splIcmg y que 

contiene toda la informaCión de genes estructurales y reguladores Este transcnto contiene la 

secuenCia RRE (Rev response element) cuya estructura secundarla de RNA tiene una alta afinidad 

hacia la proteína viral Rev [23]. Rev no solo se une a la secuencia RRE sino que también recluta 

factores celulares como la exportina-l y así facilita el transporte del transcrito pnmario a través del 

poro nuclear y hacia el citoplasma [28]. De esta forma, el transcrito primario puede permanecer en el 

citoplasma hasta ser empaquetado en una nueva partícula viral o bien puede ser procesado por 

nbosomas [¡bres (no asociados al RE) para dar lugar a las proteínas estructurales y reguladoras. 

Al procesarse en los nbosomas libres, el transcnto pnmano se traduce en lo que se denoffilfla la 

poli proteína Gag. Frecuentemente, también ocurren cambios en el marco de lectura dentro del 

ribosoma y esto da ongen a la poliproteína precursora Gag-Poi Ambas poliproteínas están 

miristiladas en su extremo ammo-termmal y ello facilita que se asoCien con el dominio mtracelular de 

la proteína transmembranal TM [29J, que para este entonces ya está ubicada en la membrana celular en 

forma de los complejos triméricos (SU~TM)l Se calcula que entre 1,200 Y 2,000 copias de la proteína 

9 



precursora de Gag se asocian físicamente con dos transcritos virales primarios y posteriormente éstos 

se empaquetan con los 72 pICOS o trímeros (SU-TM)3 [13]. De esta forma, se ensambla y gema una 

nueva partícula viral inmadura (Figura 1 3) 

Posterior al proceso de gemación, la proteasa VIral (PR) se desprende de la poliproteína Gag­

PoI mediante un mecanismo autocatalitico [30] e inmediatamente empieza a cortar el resto de las 

poliproteínas empaquetadas. ASÍ, se produce la transcriptasa reversa (RT) y la integrasa (IN) al igual 

que las proteínas de la matriz (MA), cápslde (CA) y nuc1eocápside (NC). Mediante un proceso de 

maduración, las proteínas estructurales se van cortando y acomodando sucesivamente [31], generando 

así una partícula viral madura cuya morfología ha sido descrita con antenoridad. 

Cabe señalar que existen por lo menos otros dos factores importantes en la morfogénesis de la 

partícula viral infecciosa. la incorporacIón de la ciclofllina celular-A y el empaquetanuento de la 

proteína VIf En cuanto a la ciclofilina-A, se ha demostrado que su empaquetamiento en la partícula 

viral es imprescmdible para que las partículas del HIV-I sean infecciosas (las partículas del HIV-2 no 

la reqUIeren) [32]. En el caso de Vif, se ha calculado que se empaquetan de 7 a 100 copias de esta 

molécula en algunas partículas virales [33] y ello resulta en un incremento de la infectividad, 

dependiendo de la línea celular en la que se produzcan los virus. A pesar de este efecto tan eVidente 

en la infectividad Viral, Vif sigue SIendo la única proteína viral cuya funci6n en el ciclo de replicación 

viral aún no se esclarece del todo. 

ID 



1.4 Organización genómica del DNA proviral y ubicación del LTR. 

El genoma proviral del HIV -1 se encuentra mtegrado mediante enlaces covalentes en sitios 

aleatorios de los cromosomas humanos. En su totalidad, mide aproximadamente 9.8 kb Y contiene tres 

distintos marcos de lectura que codifican varias proteínas estructurales y reguladoras (Figura 1 4) El 

genoma viral se encuentra flanqueado por la secuencia terminal repetida larga (LTR, Long Terminal 

Repeat), la cual es redundante y se repite en la misma orientación en los extremos 5' Y 3'. Los LTR 

(de aproximadamente 550 pb) funcionan como un punto focal en donde se controla la replicación viral 

[34] y aunque ambos son idénticos en secuencia, e15' LTR está involucrado en los procesos de inicio 

y regulación de la transcripción viral, mientras que el 3 'L TR funciona en procesos post­

transcripcionales tales como la poliadenilación y la edición de transcritos virales [1]. Es importante 

destacar que el 3 'L TR traslapa con el marco de lectura del gen nej, compartiendo una secuencia 

denominada nef-L TR. 

- 9.8 kb 
( 

vpr 

3' 
LTR 

nef 

Figura 1.4. Esquema del genoma proviral del HIV-l. Los genes estMJetdurales y 
reguladores se encuentran flanqueados por la secuencia tertninal repetl a larga 
(L TR). El gen nef traslapa con el 3' L TR. 
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1.5 Organización y función in vitro del HIV-l LTR. 

Experimentos basados en mutagénesis del HIV-l han definido tres componentes principales del 

LTR [35] Estos Son las regiones U3, R y U5, tal como se muestran en la Figura 1 5 El inicio de la 

transcnpción ocurre en la Guanina que se encuentra en el límIte entre la región U3 y la región R; a este 

sitIO se le denomina el «sitio + 1" A partir de este sitio, la región entera R-U5 se transcnbe y se 

incorpora como una secuencia líder de rnRNA en todos los transcritos virales [1] Esta secuencia líder 

de RNA contiene el elemento de respuesta a la transactlvación (T AR, Trans-ActlvatlOh Response 

element), cuya estructura secundaria estabiliza los complejos de inicio y elongación transcnpcional 

(ver Sección 1.7) 

DNA 
cromosomal 

SitiOS 

NFAT-l 
SitiO 

USF-l 
SitiO 

~BF-II 
Ets-l 

U3 

enhancer 

SitiOS 

Sp-l 

R U5 

cOJa 
TATA 

Figura 1.5. Organización genómica del HIV -1 L TR. Se observan las reglone~ U3, R Y U5. 
Dentro de U3, se encuentran secuencIaS consenSo que SIrven como SItiOS de Unton a factores 
celulares de tro.nscripclón. 
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La región U3 es la más extensa dentro del LTR y se subdivide en otras tres regiones: (1) el 

promotor, (ü) la región aumentadora (enhancer) y (üi) la región moduladora. La región promotora 

contiene la caja TATA y los sitios de urnón a Sp-l; por lo tanto, dirige a la RNA-polimerasa celular en 

el proceso de la transcripción basal. Adyacente a la región promotora, se encuentra la región de 

elementos aumentadores, la cual se encarga de la transcripción mducible de los genes virales. Esta 

región contiene una duplicación de 10 pares de bases (GGG ACT TTC C), comúnmente llamada "el 

sitio NF-KB" (Nuclear Factor-kappa B) y participa en la transcripción viral en respuesta a mitógenos, 

citocinas, señales de activación y otros estímulos inmunológicos [1, 23, 35] Por último, la región 

moduladora se encarga de la transcripción regulada y contiene múltiples secuencias en cis que sirven 

como sitios de unión a diversos factores celulares tales como NFAT-l, USF-l, RBF-l, RBF-2, LEF-l 

Y Ets-l, entre otros [35]. Este es un ejemplo clásico de evolUCIón convergente, ya que el HIV ha 

incorporado en su L TR todas estas secuencias en cis que nonnalmente funCIOnan como promotores 

celulares en linfocitos T ó en macrófagos. En el Cuadro 1, se identifIcan los factores de transcripción 

que se unen a la región U3. Se señala su función en células no infectadas del sistema inmune y su 

papel en la transcripción del IDV -1 en células infectadas. 

El polimorfismo l\t1FNLP (MosI Frequent Naturally-occurrmg Length Poiymorphysm) es una 

inserción de 15 a 34 pb que contiene una duplicación del sitlo RBF-2 Este polimorfismo se encuentra 

en aproximadamente 38% de las secuencias LTR [36] 

1, 
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Cuadro 1 
Diversos factores celulares de transcripción se unen a secuencias 

en cis dentro de la región U3 del HIV -1 L TR 

Factor celular de Secuencia a Función habitnal en Función in vi/ro relacionada 

transcripción la que se unea linfocitos T ó macrófagos. a la transcripción del HIV-l 

NFAT-l -283 a -199 Aumenta la transcripCIón de Repnme la transcripClón vual. 

(Nuclear Factor of 1L~2 en el hnfOCIto T como 

ACÍlvated T cells) respuesta a ruversos 

nutógenos yal antlcuerpe 

anti-CD3 

USF-l ~167 a -162 Dobla la estructura del USF dobla la estructura del 

(Upstream DNA, compIte cenIa L TR al pegarse Sin embargo, 

Stimulatory Factor) cromatina y expone reglOnes deleciones en este sitIo 

promotoras esenCIales para incrementan la transcripCIón 

la transcnpclóIl viral 

FaClhta la transcripción del 

gen FcyRIU en macr6hgos 

RBF-l, -147 a -143, PartICIpan en la cascada de Los RBF's son sensIbles alas 

RBF-2 -129 a -121 transducclón de señales que tirosm-cinasas y activan la 

(ras bmding factors) se genera al eSUrnular el transcnpclón viral. 

receptor CD4 

Ets~l -146 a -144 [ndrspensable para la Ets-l activa la transcnpción 

(Erythroblastoma (antlsentido) dIferenCIacIón de timecitos. viral. 

twenty SIX) Regula la tranScnpclón de la 

lL-3, del GM-CSFy de la 

cadena alfa del receptor de 

laIL-2 

LEF-l -134 a -130 PaniClpa en la transcnpción La cromat11la reprime la 

(LymphOld (anusentIdo) de los genes que COdIfican el transcnpcIón a partIr del L TR, 

Enhancer-bmdmg TeR pero este efecto se inlube al 

Factor) aftadlr LEF-l 

Refs. 

[37,38J 

[38J 

[39,40J 

[41J 

[42,43J 

,- " 
, , 

SIDO correspondiente a la enumeraCIOn de nucleOtldos de la clona molecular HIVllXB2:, un ViruS protohllO . 
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1.6 Los ensayos de genes reporteros como modelo de estudio del LTR. 

Debido a que el LTR funciona como un promotor viral, el ensayo clásico de biología molecular 

que se utiliza para exarnmar su actividad transcripclOnal es el ensayo de genes reporteros mediante una 

transfección transitona (Figura 1 6) En breve, este ensayo consiste en cuatro pasos (i) clonar la 

secuenCIa L TR en la posición y onentaclón adecuada dentro de un plásmido que exprese algún gen 

reportero como CAT (cloranfenicol acetil-transferasa) ó lue (luciferasa proveniente de la lUCIérnaga 

Photznus pyralis), (ti) transfectar células con el plásmldo recombinante, (iii) incubar las células 

transfectadas de 24 a 48 horas para permitir que los factores de transcripción dirijan la expresión del 

gen reportero y (iv) medir la expresión del gen reportero mediante ensayos enzimáticos 

En base a este modelo y mediante mutagénesis dirigida, se ha logrado un mapeo muy preciso 

del LTR para definir las regiones esenciales y las regiones moduLadoras que se mencionan con 

anterioridad [35, 44]. Asimismo, se ha logrado comparar la actividad transcripcional de LTRs 

silvestres provenientes de distintas zonas geográficas y de distintos tipos de pacientes f36, 45, 46] 

Una de las ventajas de este modelo zn wtro es que nos permite manipular las condiciones bajo las 

cuales se expresa el gen reportero, ya que durante la incubaCión de 24-48 horas, se pueden añadIr (o 

restar) factores celulares o proteínas virales De tal forma, se han evidenciado los efectos de la 

proteína Tat y de algunas citocinas en la actividad promotora del LTR. 

e
uc 

vector ~ 

1. 
clonar 

células 

~~~ --•• ~~~ 
2. 

transfectar 
~~~ 

~ 3. Incubar 

4. ensayo enzlmático 

Figura 1.6. Ensayo de luciferosa para determinar la actividad del LTR. 
Se realiza una transfecclón transitorIa con el plásmido reportero y se utiliza el 
extracto celular para medIr la expresión de luciferasa. 
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1.7 Efectos del Transactivador Tat en la actividad del LTR 

Una de las primeras observaclOnes que se hicieron mediante ensayos de genes reporteros fue 

que la actividad promotora del LTR era mil veces mayor en células infectadas que en células sanas 

[47] Esto indicaba dos posibilidades: que la infección viral mcrementaba la cantidad de factores 

celulares de transcripción y éstos a su vez incrementaban la actividad del LTR ó bien que el VIruS 

producía factores virales propios que activaban consIderablemente su transcripción. Postenormente, 

se demostró que la segunda posibilidad era la más probable, ya que se identificó una proteína viral de 

86 aromo áCIdos en cuya presencia la transcripción aumentaba de d1ez a cien veces in VItro [48] A 

esta proteína se le llamó el transactivador VIral Tat 

Mediante ensayos de genes reporteros refinados por mutagénesls, se demostró que los primeros 

59 pares de bases de la región R del LTR eran indispensables para que Yat ejerciera su efecto 

transactivador [49]. En un inicio, se pensó que la proteína Tat interaccionaba directamente con estos 

59 pb de DNA, pero pronto se descubrió que la interacción no era proteína-DNA sino proteina-RNA 

[50] Al mRNA codificado por estos 59 pb se le denominó la secuenCIa "TAR" (Trans-ActIvatlOn 

Response element). Mediante un mapeo aún más preciso, se demostró que T AR se doblaba en una 

estructura secundaria de RNA bien definida (Figura 1 7) Y que Tat se pegaba específicamente a la 

primera protuberancia (bulge) de tal estructura con una afinidad impresionante (K¡=l 2 X 10.10 M) 

[51] 

El meCanismO de transactivaclón del LTR se describe en la Figura 1 7. Los pnmeros 

transcntos virales se producen mediante la actividad basal del LTR y su interacción con la RNA­

pohmerasa-II celular. Sin embargo, debido a la elongaCión abortiva, solo se logran rnRNA's muy 

cortos que corresponden a las proteínas reguladoras Tat, Rev y Nef (Figura 1.7(A» [1,23) Una vez 

que Tat se traduce, ésta reingresa al núcleo y se une a la clclina-T celular (cyc-T) La unión con cyc-T 

incrementa la afinidad de Tat hacia TAR y se produce el complejo cyc-T/TatITAR en el transcnto 

viral naciente [24]. POI otro lado, el asa de TAR (TAR loop) interacciona fisicamente con la proteio­

cinasa-9 dependiente de la ciclina-T (Cdk9, Cyclin-T-dependent protem kinase-9) Al acercarse y 

coincidir, la Cdk-9 y Cyc-T se asocian y forman el complejo P-TEFb (Positive Elongation Factor b), 

A su vez, P-TEFb fosforila a la RNA-pol-n y la mantiene funCIonando sobre el transcrito naC1ente 
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(Figura 1.7(B)) [52]. Asi, la estructura secundana de TAR no solo es indispensable en la 

estabIlización de los complejos de imcio de la transcnpción sino que además favorece la elongación 

transcripcionaI 

Se ha demostrado que algunas mutaciones puntuales dirigidas al tallo de T AR afectan la 

estructura secundaria del RNA y ello resulta en una menor actIVIdad transcripcional dependiente de 

Tat [53] Recientemente, se ha demostrado que estas alteraciones en la estructura secundaria de T AR 

también pueden afectar los procesos de la retrotranscripción [54] y el empaquetanllenta vIral [55, 56J, 

lo cual sugiere que el RNA de T AR está involucrado en las etapas temprana y tardía del cIclo de 

replicación viral [57]. 
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(A) asa 
(loop) 

protuberancia 
(bulge) 

transcrztos cortos 

U3 

gag 

(B) } P-TEFb "" 

.. RNA poi-Ir 

elongación transcripcíonal 

U3 

gag 

Figura 1.7. Mecanismo de transactivación del L TR. (A) La transcripción basal genera 
transcritos cortos que, después de editarse y empalrnarse, corresponden a Tat, Rev y Nef. (8) 
Tat se une a la protuberancia de TAR y facilIta la formación del complejo P-TEFb, mantienendo 
activa a la RNA polimerasa 11. 
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1.8 Efectos de las citocinas y mitógenos en la actividad del LTR. 

Cuando se aisló el HIV -1 por vez pnmera, se observó que la mterleucllla-2 (IL-2) mcrementaba 

la replicación del virus en linfocitos T [58] Esta fue la primera observación que indicó que las 

citocinas influían en ]a repHcaclón del HIV -1 in v/fro. De hecho, se ha demostrado que la IL-2 ejerce 

efectos mitogénicos que no solo provocan la linfoproliferación SlflO que también mcrementan la 

transcripción del HIV-l mediante los sitios NFAT-l y TCF-la. vía el LTR [59]. Algunas otras 

citocinas que modulan la replicación del HIV-l son. (i) las proinflamatorias tales como la IL-l yel 

TNF-ct, las tipo Thl como la lL-2 y el IFN-y, (iii) las tipo Th2 COmo la lL-4 y la lL-IO y (iv) otras 

como el GM-CSF [59, 60]. El mecanismo de regulación transcripclonal que ejercen las cltocinas en el 

LTR se describe en la Figura 1.8, utilizando el modelo del TNF-a.. Al unirse a su receptor, el TNF-a 

dispara la activación de la fosfolipasa e, generando una serie de eventos que culminan en la 

translocación de factores celulares al núcleo La unión de NFAT-l y NF-KB al LTR induce la 

transcripcIón de genes virales (o genes reporteros, en el caso del modelo descrito con anterioridad) 

[60-62]. 

La observación de que algunas citocinas estimulan la transcripción viral mediante el LTR ha 

generado la hIpótesis de que algunas otras citocinas o factores celulares pudiesen reprimir la 

replicación del HIV-I a través del mismo promotor En efecto, se ha demostrado que los linfocItos T 

CD8+ liberan un factor soluble y no citOtÓXICO que inhibe la transcripcIón del VIruS en linfocitos T 

CD4+ sin lisarlos [63, 64J A tal factor (o conjunto de factores) se le conoce como CAP (CD8+ 

Antivlral Factor) y a pesar de que no se le ha podido identificar ni aislar, se sabe que actúa mediante el 

LTR [64, 65]. En un principio, se postuló que CAF no era mas que el conjunto de tres ~-quimJOcinas 

(MIP-Ia, l\1IP-l~ y RANTES) [66]; sin embargo, los catos actuales sugIeren que CAF es dIstinto a 

tales quimlOcinas simplemente porque CAF ejerce sus efectos a través del L TR Y las quimiocmas no 

[67J Por ello, se cree que se trata de un factor aún desconocIdo cuyos benefiCIOS terapéuticos serían 

importantes 
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TNF-a. 
receptor de TNF- a 

p55 p7?" ~ PIP2 

IP3~DAG 
[ca+-:; NF-kB/i-kB ~ 
~ ~® 
calcineurina ~ ~ 

.. '¡-"'-
m ~ i-kB 
W NFAT-l '0-.....J

NF
-
kB 

transcripción 
~ ~ COI 

I HIV-l LTR --i-1~9~ag-/-lu~c-' 

PMA 

Figura 1.8. El TNF-a. induce la activación de la transcripción del HIV-l en 
macrófagos y monocitos infectados. Al unirse a Su ligando, el receptor del TNF-ct 
activo la fosfolipasa e (PLC), la cual catoliza la formación de ¡nositol trifosfato (IPJ) y 
diacil-9licerol (DAG). El 1P3 Induce un Incremento en la concentración total de calcio 
Intracelular, lo cual activa la calcineurina, una fosfatasa que Q Su vez desfosforila a 
NFAT~L Por otro lado, el DAG activa la proteln-cinasa e (PKC),la cual libera al NF-kB de 
Su Inh.bldor (i-kB). Por último, NF-kB y NFAT-l se transloean al núcleo de la célula 
infectada y Se unen al HIV-l L TR, activando así la transcripción de genes virales o 
reporteros. Efectos similares Se han observado en respuesta a los lipopolisacárldos (LPS) 
ó a mltógenos que activan el HIV-l L TR en células monocítlcas. 
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1.9 Importancia del LTR in vivo. 

Debido al papel fundamental que tiene la secuencia LTR en el ciclo de replicación viral in 

vitro, ha surgido el interés en examinar la función y variabilidad natural de esta secuenCIa. Los 

estudios al respecto se enfocan en la posible relaCión entre la historia natural de la infección por el 

HIV-l y la variabilidad del LTR in vivo. 

1 9.1 Historia natural de la mfección por el HIV -l. 

La historia natural de la infección por el HIV-l se describe en la Figura 1 9 La mayoría de los 

pacientes infectados con el VIruS manifiesta una pérdIda significativa, constante y progresiva de sus 

lmfocitos TCD4+ [68]. Al año y medio de haberse infectado, el número absoluto de linfocitos TCD4+ 

empieza a registrarse como anormal [69], es decir, por debajo de las 500 células por ~ de sangre Se 

estima que el tiempo que transcurre entre la infección y el desarrollo de SIDA es de aproximadamente 

10 años en los pacientes que no reciben tratamiento antirretroviral [70]. 

Sin embargo, existen otros dos grupos muy importantes dentro de la poblaCIón infectada con el 

virus. (i) los pacientes de evolucIón rápida y (ii) los paCIentes de larga sobrevida Los pacientes de 

evolución rápida constituyen menOS del 5% de la población infectada y son aquellos que desarrollan 

sintomas graves y fallecen tan pronto como a los dos años de haberse infectado [71] Diversos 

factores contribuyen a la evolucIón rápida y entre ellos destacan los siguientes: bajo título de 

anticuerpos contra las proteínas virales [72], anticuerpos con baja actividad neutralizante [73], 

antIcuerpos que aumentan la mfecclón vía receptores Fc [74], carga Viral elevada que no dismmuye 

después de la infección aguda [71] Y asociaciones con algunos haplotipos del :MHC [75] 

En el otro extremo, existen los pacientes de larga sobrevida, tambIén llamados no-progresares 

(long term non-progressors, LTNPs), progresares lentos (long-term slow progressors) Ó paCIentes de 

lenta evolUCIón clímca, Éstos constituyen menos deJ 10% de la población mfectada con el VIruS y se 

definen como aquellos que, después de un mínimo de 10 años de infección, permanecen en un estado 

totalmente asmtomático, con niveles normales de linfocitos TCD4' y con una carga Viral baja aún SIO 

haber reCibido tratamiento antlviral (761 Estos casos poco comunes de (enta evolucíón clínica se han 



reportado a nivel mundial y se pretende estudiar a los pacientes detalladamente con el fm de identificar 

los factores precisos que los distinguen del resto de la poblacIón afectada por el virus. A la fecha, se 

han identificado varios factores que se describen en la siguiente sección 

seroconversión muerte 
infección estado osinfomático SIDA { 

~ V« ______________ ~)~,----------~, 
!"\ 

500 1 \ 

250 llinfo~tos T CD4+ / i1L de sangre 

O ~~ ______________________ ~/.~f----------~ 

anticuerpos onti-gp12Q ni 
I i \ I i /; _--~~:::x~~ 

.1 f )' 
1 1 " 

/ // \...... ... ./ le 
( , *'~,......".-;--...,.,...,-

4-8 semanaS ID años (promedio) 
2 años (evolución rápida) 

> 13 años (L TNPs) 

! 

« 2-3 años 
, 

Figura 1.9. Historia natural de la infección por el HIV -1. El tiempo que 
transcurre entre seroconverslón y SIDA eS de más de 13 años en los pacientes 
progresores lentos (L 1NPs). 



1 9.2 Factores asocIados a la lenta evolución clínica. 

Es ímportante enfatizar que los L TNPs no son un fenómeno aIslado y su existencia se ha 

reportado en AustralIa [77], Estados Unidos [72, 73], Europa [71] y ahora en Latmoamérica [78] 

mediante el seguimiento de cohortes (grupos de pacientes monitoreados a lo largo de varios años) 

Aún cuando los factores asociados a la larga sobrevlda han Sldo distintos en cada cohorte, todas 

comclden en que los L TNPs montan una respuesta mmune muy efectiva en contra del virus En 

algunos estudtos, por ejemplo, se ha observado que los L TNPs cuentan con títulos muy elevados de 

anticuerpos que neutralizan al HIV -1 [79J Otros estudios demuestran que estos pacientes tambtén 

poseen linfocítos TCD8+ que, en algunos casos, son citotÓXICOS en contra de células infectadas [80J, y 

en otros casos, liberan el factor soluble CAP descrito anteriormente [81]. 

Asimismo, existen factores genéticos propios de los L TNPs que los predisponen a una 

evolución menos agresiva de la enfermedad. Algunos haplotipos de HLA, por ejemplo, se han 

asociado a la larga sobrevida en poblaCIOnes estadounidenses y holandesas [75]. TambIén se ha 

demostrado que el genotipo del correceptor CCR-5 del huésped influye en el desarrollo de la mfección 

y enfermedad, ya que las personas que presentan la mutación L1ccr-5 en alguno de sus alelas del 

CXCR-5 manifiestan un retraso en desarrollar SIDA [82] Deleciones y mutaciones simIlares se han 

reportado en los genes de otros correceptores [83]; éstas también confieren cierto grado de protección 

versus la evolución clínica. Recientemente, también se han reportado algunas asociaciones entre la 

evolución lenta y polimorfismos en el promotor celular que dmge la expresión del CCR-5 [84] 

Por otro lado, otros estudios se han enfocado en el análiSIS del genoma viral, sosteniendo la 

hipótesis de que la lenta evolución clínica se debe a una infección con cepas atenuadas del HIV -1 En 

la Cohorte de L TNPs de Sydney, por ejemplo, se descubrió un grupo de siete LTNPs que se infectaron 

con el HIV-l al transfundlrles productos sanguíneos contaminados que provenían de un mismo 

donador Durante los primeros J 2 años de haberse infectado, tanto el donador como los pacientes 

transfundIdos permanecieron en un estado asmtomáticD, con carga viral indetectable y con Olveles 

normales de linfOCItos TCD4+ StO tratamiento antiviral [77]. Al examlOar el genoma de los VIruS que 

portaban estos paCientes, se encontraron deleciones y mutacIOnes slgmticatlvas en las regiones nef y 

LTR [85] Deleciones muy Similares se han observado en un L TNP neoyorquino [86] y hasta en los 



-----------

virus de inmunodeficiencia del SiffilO (SIV, Sirnian Irnmunodeficiency Virus) que portan algunos 

monos Rhesus que no desarrollan SIDA [87]. Es muy importante recalcar, sin embargo, que tales 

mutaciones y deleclones no se han observado en otras cohortes [88, 891 Por ello, la teona actual es 

que efectIvamente existen cepas atenuadas del HIV -1, aunque éstas no sean el único factor que 

contribuya a la larga sobrevida 

1.93 Variabilidad del LTR in VIVO: avances y errores en los modelos de estudio 

Debido a que el LTR es una de las regiones menos variables y más conservadas del genoma del 

mv -1, las deJeciones y mutaciones que se han detectado In YIYO en esa región son dignas de llamar la 

atención. En la Cohorte de Linfadenopatía de la Ciudad de Vancouver, por ejemplo, se compararon 

las secuencias del LTR de 42 pacientes en distintas etapas de infección y se demostró que la identidad 

entre secuencias alcanzaba un 95% en la porción no-codificante del LTR (la región que no traslapa 

con net) [36]. Éste es un porcentaje de identidad superior al reportado para cualquier otra región del 

genom. [90]. 

En el mismo estudio, se realizaron algunos ensayos de genes reporteros y sólo se detectaron 

dIferencias en la actividad transcripcional de aquellos LTRs que manifestaban mutaciones puntuales 

en la región T A.R. Sin embargo, cabe señalar cuatro omisiones importantes en los ensayos de 

actIVIdad transcripcional de este estudio. (i) no se incluye un LTR prototipo (control positiVO), (ti) se 

utiliza el gen de cloranfenicol-acetil-transferasa (CAl) como gen reportero, aún cuando el gen de 

luciferasa es de 30 a 1,000 veces más sensible [9IJ y por lo tanto hubiera detectado variaCIOnes 

importantes entre LTRs, (iii) se realIzan transfecciones transitorias utilizando DEAE-dextran, aún 

cuando los lípidos de transfección de nueva generación son menos citotóxicos y generan resultados 

más reproducibles en los ensayos [92-94] y (iv) no se ajustan los resultados a un control de 

transfecclón, por lo cual desconocemos SI las diferencias reportadas son causadas por variaclOnes en la 

efiCIencia de la transfecciÓn. 

En otro estudio, se compararon las secuencias del L TR de ocho lllños de ascendencia africana 

Inscritos en la Cohorte del HospItal de Harlem en Nueva York, cuatro de ellos eran L TNPs ped¡átflco~ 

y los otros cuatro eran niños de evolUCión rápIda [95]. Al igual que en el estudio anterior, se demostró 
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que la variabilidad del L TR era míruma en la región no codificante, manteniéndose intactos los sitios 

N'F-KB, Sp-l y la caja TATA Asimismo, no se encontraron diferencias significativas entre las 

secuencias de los L TNPs y las de los pacientes de evolución rápida. En ambos grupos se encontraron 

mutacioneS significativas y deIeciones que iban desde 8 hasta 341 pb en el LTR Lamentablemente, 

en este estudio no se examinaron las secuenCIas de T AR. Tampoco se probó la función de los LTRs 

en un contexto de genes reporteros, por lo cual se desconoce si las mutaciones y deleciones 

encontradas tienen un tmpacto real en la transcripción viral. 

En la Cohorte de L TNPs de Sydney que se menciona anteriormente, también se encontraron 

deleclOnes de hasta 120 pb Y algunas duplicaciones a 10 largo de los LIRs [851- Las deleciones 

elImmaban varios sitios de unión a factores celulares de transcripción (NFAT-1, USF, TCF-la), 

mientras que las duplicaciones generaban nuevos sitios de unión a Sp-l y a NF-KB. Pese a la 

magnitud e importancia de estas variaciones, en este estudio tampoco se realizaron ensayos de genes 

reporteros y por ello se desconoce SI las deIeciones afectan la transcripción viral. 

Por último, existe el estudio de la Cohorte de LTNPs en Nueva York [88], en donde se 

examinaron las secuencias y la función del LTR de ocho L TNPs Solo se encontraron mutactOnes 

puntuales significativas en el LTR de un paciente Estas mutaciones (sustituciones repetidas de 

guanmas por adeninas, G-*A) aparecían a lo largo de los sitios NF-KB, Sp-l y la secuencia TAR Al 

exammar la función promotora de los LTRs por medio de ensayos de genes reporteros, se demostró 

que la secuencia de este paclente era la única que no funcionaba adecuadamente, ya que los mveles de 

transcripción eran nulos, aún en la presencla de Tat No obstante, estos resultados deben mterpretarse 

con cautela, ya que los ensayos de función transcnpcional no se realizaron en células linfocíticas SinO 

en células NIH~293, una línea celular adherente denvada de niión humano (human emhryomc Jadney 

cel! fine) cuya relevancia a la patología del HlV-l es mínima. Lamentablemente, en este últlmo 

estudio, tampoco se compararon las secuenCIas de los L TNPs contra un fondo local de secuencias del 

L TR provenientes de pacientes con SIDA. Por ello, no podemos descattar qut! las mutacIOnes que 

impiden la función del L TR tamblen se encuentran en paCIentes con síntomas. 
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2. JUSTIFICACIÓN 

En Latinoamérica, México es el segundo país con el mayor número de casos acumulados de 

SIDA (>45,133 hasta diciembre del 2000) [96]. A pesar de la magrutud de la epidemia, carecemos de 

información biomédica básica acerca de la variabilidad del HIV-l en México Solo eXisten algunos 

estudios prelIminares al respecto y éstos se han enfocado en la caracterización de las regiones 

codificantes gag y env del genoma provlral [97-99] 

Por otro lado, como se mencionó anteriormente, han sido escasos los estudIOS a nivel mundial 

que examinen adecuadamente la varIabilidad del L TR in vivo y su función en el contexto de la 

transcripción viral In VltrO. Aún en los estudios más reconocidos, existen huecos de mformaóón en el 

análisis de las secuencias y en la interpretación de los resultados: 

• En ninguno de los estudios mencionados se realizan predicciones de la estructura secundarla 

correspondiente a la secuencia de T AR. 

• En la mayoría de los casos, se han omitido los ensayos de genes reporteros o éstos no se han 

realizado con la tecnología adecuada o las células pertinentes. 

• En algunos casos, se han examinado las secuencias del LTR de no-progresores, pero éstas no 

se han comparado adecuadamente con secuencias de fondo local provenientes de pacientes con 

SIDA en la misma zona geográfica 

Ante estos huecos de información y carencias metodológicas, surge el interés de caracterizar 

variantes mexicanas de la secuencia LTR del HIV~l El estudIO que se presenta a continuación se 

enfoca en el análIsis detallado de la secuencia LTR de los virus que portan los pacientes meXIcanos 

inscntos en la Cohorte de la Ciudad de México. 
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3. OBJETIVOS 

El objetivo fundamental ha sido caracterizar variantes mexicanas de la secuencia LTR del 

HIV-l Esto se ha realizado mediante los siguientes objetivos particulares' 

Establecer una cohorte local de pacientes HIV-l seropositivos e identificar presuntos LTNPs 

en México. 

2 Extraer el DNA de las células mononucleares periféricas (PBMC, Penpheral B/oad 

Monorruclear Cells) de pacientes seleccionados y amplificar, clonar y secuenciar el LTR 

proviral correspondiente. 

3. Identificar mutaciones o deleciones significativas, tanto en sitios de unión a factores celulares 

de transcripción, así como en la secuencia T AR 

4. Realizar predicciones de la estructw-a secundaria del RNA de la secuencia T AR. 

5 Realizar ensayos de genes reporteros con LTRs seleccionados, implementando una tecnología 

sencilla y reproducible en células linfocíticas 



---------

4.1 Seguimiento de pacientes: monitoreo viral e inmunológico. 

Se inIcÍó este estudIO bajo el consentimiento informado de 12 pacientes masculmos infectados 

con el HIV -1 por vía sexual (Cuadro 4 1). Cuatro de ellos han estado infectados por más de 13 años, 

otros cuatro lo han estado durante más de 12 años y tres de eHos durante más de 11 años Se incluyó 

asimismo un voluntario de seroconversión relativamente reciente, con 6 años de infección El tiempo 

de mfección se calcula en base a la fecha de la primera prueba de antkuerpos contra el HJV -1. Los 

pacientes acudieron a la Unidad de InvestIgación en Retravlrus Humanos (UniversIdad NacIOnal 

Autónoma de México, Secretaría de Salud) cada cuatro meses para realizarse las siguientes pruebas: 

carga viral (Hybnd Capture JI assay; Digene, Beltsville, MD), conteo de linfocitos T CD4+ 

(FACScount; Becton Dickinson, San Jose, CA) y aislamIento viral por cocultivo. 

Cuadro 4.1 
Características de los Qacientes inscritos en la Cohorte de la Ciudad de México 

Tiempo de Tiempo de Estado Lmfocitos Aislamiento Carga viral 
Paciente lllft:cclón TARV' clímco TCD4+ VIral por en plasmad 

(años) (años) CDCb 
(N°/~L) cocultivoc 

P4 ~13 2 C 107-212 5/7 3 1-53 
PlO ~13 5 A 555-779 7/8 ~2.7-4.4 

Pll ~13 4 C 169-311 1/7 :::;;2.7-37 
P14 ~13 2 A 462-1151 8/9 29-46 
P8 ;::I2 3 A 375-799 "4/6 3 8-5 1 
P17 ~12 3 B 430-884 0/5 :::;;27-3 5 
P19 ~12 3 A 412-554 0/5 Q.7-4 O 
P22 ~12 2 C 105-250 0/4 3 6-4.7 
P2 ~11 4 A 533-801 3/5 3 5-4.3 
P23 dI 2 A 227-635 115 40-59 
P21 ~11 2 C 86-191 5/5 5.1-6 O 
PIS >6 4 A 527-1045 0/5 3.0-36 

a TARV, Tratamiento antirretroviral 
1> ClasificaCIón según el Centersfor Disease Control A, asintomático, B, presenta síntomas 
relacionados a inmunodeficiencia, C, SIDA 
~ número de aislamientos pOSItIVOS I número de mtentos de aislamIento 
d valor logarítmico de carga viral = lag (copias de RNA vlral/mL plasma) 
Los valores que se muestran en clnúmcro absoluto de llO[ocl(oS T C04+ y en fa carga Viral lIldlcan el rango de los datos 
observados durallte el estudIo 



4.2 Muestras sanguíneas y aislamiento viral por cocultivo. 

Se obtuvo sangre periférica de cada paciente por medio de punción de antebrazo, recolectando 

la sangre bajo condiciones esténles en tubos tipo Vacutrune?M con antlcuagulante (EDTA) Una parte 

de la muestra se utilizó para las pruebas mencionadas anteriormente. La sangre restante se sometió a 

un gradiente de Ficoll-Hystopaque (Sigma), centrifugándose durante 30 minutos a 1,200 rpm y a 

temperatura ambiente Se separaron las células mononucleares periféricas (pBMC, Peripheral Blood 

Mononuclear Cells) y se lavaron en solución salina amortiguada con fosfatos (pBS, phosphate 

buffered salme) Una porCIón de las PBMC se utilizó para la extracción de DNA (Sección 4 3) Y la 

otra porción se utilizó para el aislamiento viral por cocultivo (Figura 4.1). 

El aislamiento viral por cocultivo se realizó de acuerdo a los lineamientos que rige el Manual 

de Virología para Laboratorios de IDV (DiVisión oj AlDS Vzrology Marrual for HIV Laboratorles) de 

los Estados Unidos [100]. En síntesis, se mezclan 2 X 106 de PBMCs del paciente con 8 X 106 de 

PBMCs provenientes de donadores :::.ano'i, HIV-f;f,tOnl."gativos Estas últimas están preVIamente 

activadas con fitohemaglutinina-A (PHA-A). Los cocultivos se mantienen durante 8 semanas a 37°C, 

5%C02, en medio RPW-1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino mactivado, 1% de 

antiblóticos-antimicóticos e interleucina-2 recombinante (rIL-2, 20 U/mL). Todos los reactivos que se 

emplean para los COCUltlVOS provienen de GIBCOTM (Grand Island, NY) Se añadieron 2 X 106 de 

PBMes sanas cada LO días como células alimentadoras Se reahzó el monitoreo de los cuLtIVOS 

semanalmente mediante un estuche que detecta antígenos virales en el sobrenadante (HIVAG-1 

monoclonal antibody lo human immunodeficiency ViruS type 1; Abbott Diagnostics, North Chicago, 

IL). Un aislamiento viral positivo se define en base a dos determinaciones pOSItIvas (>50 pg) Y 

consecutivas de antígenos virales en el sobrenadante 

4.3 Extracción de DNA. 

Se resuspendieron 1-3 X 106 de PBMCs en 200)lL de "Buffer de lisis A" Se añadieron 10J-lL 

de "Preparación Enzimática" y se Incubó la mezcla a 55°C durante 12 horas Posterionnente, se 

hirvieron las muestras durante 5 minutos El hsado celular se centnfugó durante 15 minutos y el 

sobrenadante del mismo se sometió a extracCIOnes orgánicas con fenol y cloroformo. Se recuperó el 

ONA mediante precipitaCIón con etanol y se resuspendló en agua estéril La cuantificación del DNA 

30 



se realizó leyendo la absorbancia de una dilución 1 :50 a una longitud de onda de 260nm en un 

espectrofotómetro de luz ultravioleta (Genequant; Pharmacia Biotech). 

Buffer de lisis A 
Tris Hcl pH 8.5, 10mM 

Preparación Enzimática 
10rng!rnl Proteinasa K 

KCI, 50 mM 1 rng!rnl RNasa 
Tween-20,0.45% 
Nonidet P-40, 045% 
Esterilizar y almacenar a -lOoe 

50mM Tris-HCl pH8.0 
Almacenar a -20oe 

4.4 Amplificación de la secuencia LTR por medio de la peR. 

Se utilizó la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar fragmentos del LTR a 

partir del DNA extraído de las PBMCs de los pacientes. En la primera vuelta de PCR, se utilizaron los 

oligonucleótidos LTRI (5'-CAC ACA AGG CTA CTT CCC TGA-3') y LTR2 (5'-GAT CTC TAG 

TTA CCA GAG TCA-3"). Estos iniciadores amplifican un fragmento de 537 pb, desde la posición-

395 a la +142 correspondientes al virus prototipo HlVHXB2 [101] Se utilizó una Taq Polimerasa de 

baja tasa de error (Accuzyme, Bioline, UK) para disminuir la introducción de mutaciones por peRo 

En el Cuadro 4.2 se muestra el protocolo que se utilizó en la reacción de peRo 

Cuadro 4.2 
Protocolo de PCR para amplificar el HIV-l L TR. 

ReactiVo 
DNA (O 2 ~g!~L) 
mezcla de dNTP's (1.25 mM cada uno) 
LTR 1 (20 pmoV~L) 
LTR 2 (20 pmoV~L) 
25 mM MgCh 
10X PCR Buffer 
Accuzyme Taq DNA polimera,a (2.5U/~L) 
agua desionizada 
Total 

volumen 
5.0 ~L 
8.0 ~L 
10~ 

1.0 ~L 
5.0 ~L 
5 O ~L 
0.2 ~L 

248 ~L 
500~ 

Pasa la segunda vuelta de la PCR, se diseñaron los imciadores mtemos LTR3 (S' -cee TGA 

TTA GCA GAA CTA CAC-3') y LTR4 (5'-GTC ACA CAA CAG ACG GGC ACA C-3') [78], que 

amplifican un fragmento de 505 pb, desde la posición -380 hasta la +I25 del virus prototipo HIVH:\B2 

El protocolo de la reacción de PCR en la segunda vuelta fue similar al de la primera vuelta, excepto 

que se añadió 1 J..lL de la pnmera reacción como DNA-templado y se ajustó el vo!umen de agua a 
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288)..lL. El Cuadro 4.3 muestra en detalle las condiciones de PCR que se programaron en el 

termociclador Con el fin de obtener productos de PCR representativos, se realizaron tres PCRs 

independientes de cada paciente y éstas se mezclaron antes de proceder a los siguientes experimentos 

Cuadro 4.3 
Condiciones de peR 

oara amplificar fra2mentos del HIV-l LTR. 
Etapa Temperatura Tiempo Ciclos 

CC) (mins segs) 
1 94 4.00 1 
2 1 94 O 30 
22 60 O 30 32 
23 72 O .30 
3 72 7 00 1 
4 4 ce 

4.5 Electroforesis preparativa y purificación de los productos de peR. 

Se tomaron 40 ¡...¡.L de la mezcla de las PCR y se sometleron a electroforesis en un gel de 

agarosa de bajo punto de fusión al 2% Posteriormente, se tiñó el gel con bromuro de etidio y se 

observaron los productos de PCR baJo la luz ultravioleta. Con una hoja de afeitar esténl, se cortaron 

las bandas correspondientes a los amplicones del LTR Los cortes del gel se fundieron a 65°C durante 

5 minutos y se purificó el DNA con la apoyo del estuche comercial Wlzard™ PCR Preps DNA 

Purification System (No Cat A7170 Promega Corporation; Madison, WI). 

4.6 Clonación del producto de PCR en el vector pUC18. 

Una vez purificado del gel, el producto amplificado del LTR se resuspendió en agua esténl y se 

cuantIficó por absorbancia a 260nm Debido a que los imcladores internos LTR3 y LTR4 habían sido 

fosfonlados en los extremos 5·, los productos amplificados también contenían fosfatos en esos 

extremos Esto facilitó su inserción en el vector pUCI8, el cual estaba previamente digerido con SmaJ 

y desfosforilado con fosfatasa alcalina de bovino (BAP, No. Cat 27-4860 Pharmacia Biotech). El 

producto de PCR purificado (inserto) se clonó en el vector pUC18 (Sma!/BAP) utilizando T4 DNA· 

ltgasa (No Cat 020153 NBL Gene SClences Ltd, Northumberland, UK) A esta reaCCión, se le 

añadió cloruro de hexamino-cobalto (Sigma) para incrementar la frecuencia de mteracciones 



moleculares entre el mserto y el vector El Cuadro 4.4 muestra los componentes de la reacción de 

ligación, la cual se incubó 12-24 horas a 16°C. 

Cuadro 4.4 
Protocolo para clonar el LTR en el vector pUC18. 

Reactivo volumen 
inserto-LTR (20-60 ng / ¡.¡L) 1.0 ¡.¡L 
veetor-pUCl8 (lOO ng / ¡.¡L) 1.0 ¡.¡L 
T4 DNA ligasa (4U1¡.¡L) I O ¡.¡L 
IOX T4 DNA Iigase-buffer I O ¡.¡L 
10X Hexarnmineeobalt(lII)ehloride-buffer 1 O ¡.¡L 
agua desionizada 5 O ¡.¡L 
Total 10.0 ¡.¡L 

4.7 Transformación de E. coli JMI09 competentes COD productos de ligación. 

Se añadieron 5¡..tl.. de cada reacción de ligación a lOOflL de E.coli JMI09 competentes Se 

incubó la mezcla (bacterias+DNA) sobre hielo durante 30 minutos y después se sometió a un choque 

ténnico de 42°C durante 60 segundos. Enseguida, se incubaron las bacterias sobre hielo durante un 

minuto adicional justo antes de añadirles 500 ¡..tL de medio Luria-Bertani (LB). Las bacterias 

transfonnadas se colocaron en una cámara a 37°C durante una hora, con agitación constante 

("" 170rpm). Posteriormente, se tomaron 200 ML de las bacterias transformadas y se sembraron en 

cajas de Petri con medio LB-agar suplementado con 100¡.¡g/rnL ampleilina, O ¡mM IPTG (isoprop¡J-~­

D-tiogalaetopiranosida) y 40~g/rnL X-Gal (5-bromo-4-c1oro-3-indolil-~-D-galaetosida). Las cajas se 

Incubaron a 37°C durante 16-24 horas. 

4.8 Selección, amplificación y purificación de plásmidos recombinantes. 

De las cajas Petri, se seleccIOnaron las presuntas colonias recombinantes de E coJ¡ (de color 

blanco a causa de la mterrupción del gen de lacZ). Éstas se cosecharon con un palillo estén! y se 

Inocularon en 5 mL de medio LB suplementado con ampicilina (50J.lglmL) Las bactenas se 

incubaron a 37°C durante 16-24 horas con agitación constante (120 rpm) Al día siguiente, se 

cosecharon las bactenas por centrifugación y se sometieron a lisis alcalina para obtener 

rnmipreparaciones de los presuntos plásmidos recombmantes Una vez recuperados y punficados, los 
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plásmidos se resuspendieron en 50J..l.L de agua estéril y se tomó una alícuota (5¡.tL) para verificar la 

presencia del mserto-L TR, sometiéndola a un ensayo de restricción con 2 unidades de EcoRf y 2 

unidades de Hindlll. A los plásmldos recombinantes verIficados se les designó "pUC18 I-llV-

1 LTR.Mex." y se les almacenó a -20°C 

4.9 Secuenciación automatizada de los plásmidos pUC18.BIV-l.LTR.MeL 

La secuenciación del inserto-LTR se realIzó mediante una PCR que incorpora nucleótidos 

marcados con fluorocromos a la cadena naciente de DNA (AE! Big Dye Cyc1e Termmator Mix; 

Perkin Elmer, Norwalk, CT). Para ello, se preparó la siguiente reacción: 

Cuadro 4.5 
Protocolo de PCR de secuenciación 

Reactivo 
pUCI8.HIV-l.LTR.Mex (0.25 ~g/J.lL) 
Big Dye Cycle Terminator Mix 
primer univereal (forwardlrev-e!"se; 10 preolesJ,uL) 
agua desionizada 
Total 

volumen 
2.0 J.LL 
8 O J.LL 
1 O ~L 
9 O J.LL 

20 O J.LL 

La PCR de secuenCÍación se realizó en ambas direcciones utilizando los iniciadores universales 

M13 ForwardIReverse (United States Biochemical; Cleveland, OH), con el fin de abarcar los 505 pb 

del inserto bajo una resolución confiable. Se utilizó un secuenciador automátIco modelo 373A de 

Apphed BIOsystems (Foster City, CA), según las instrucciones del proveedor. 

4.10 Análisis de las secuencias y predicción de estructuras secundarias de TAR. 

Se revisó la calidad de las secuencias por medio de electroferogramas (Chromas, versión 1 43) 

Y posteriormente se importaron las mismas a la base de datos del programa GeG (Genetics Computer 

Group, Madison, WI) utilIzando el servIdor del InstItuto de Fisiología Celular, Universidad Nacional 

Autónoma de México Se uulizaron los programas ChopUp, Reformat y Seqed para editar las 

secuencias El programa Gelassemble se utilizó para empalmar las secuencias sentido y antisentldo 

Para generar los alineamientos múltiples de secuencias de DNA, se utilizaron los probTfamas LmeUp y 

P¡/eUp. Asimismo, el programa Pretty se utIlizó para generar una secuencia meXIcana consenso 
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La predicción de estructuras secundarias de RNA de la región T AR se llevó a cabo utilizando 

la opción de Sqwggles de los programas mfold y plotfold del GCa. 

4.11 Subclonación en vectores de luciferasa. 

Con el fm de examinar su función promotora in vitra, se seleccionaron algunas variantes 

mexicanas del LTR y se subclonaron en el vector pGL2-Basic (No. Cato E1641 Promega 

Corporation, Madison, WI). Este plásmido reportero contiene el gen de luciferasa y solo lo expresa si 

se le inserta una secuencia promotora dentro delpolylmker en la orientacIón adecuada. 

Para preparar los insertos, las secuencias del LTR seleccionadas se reamplificaron utilizando 

los iniciadores KpnI-LTR3 (misma secuencia que LTR3, pero incorpora el sitio Kpnl en el extremo S') 

y LTR4, según el protocolo y las condiciones descritas en la SeccIón 4 3 El producto total de PCR se 

cortó a 37°C durante 6 horas, con 10U de las enzImas KpnI y HzndlIl, generando así un fragmento de 

458 pb Este inserto se sometió a electroforésis; se cortó del gel y se purificó como se describe en la 

Sección 4 4. El inserto mantiene todos los sitIOS necesarios para llevar a cabo la transcripción basal y 

la transcripción dependiente de Tat. 

Por otro lado, 5 ¡..¡.g del vector pGL2-Basic también se cortaron a 37°C durante 6 horas, con 

SOU de las enzimas KpnI y HindlIl, generando así un vector con extremos cohesivos y compatibles a 

los del inserto Posteriormente, se ligaron el vector y el inserto (FIgura 4 1), siguiendo el protocolo 

descrito en el Cuadro 4.6 La reaCCIón se Incubó de 12-24 horas a 16°C 

Cuadro 4.6 
Protocolo para clonar el LTR en el vector pGL2-Basic. 

Reactivo 
mserto·LTR (20-60 ng / flL) 
vector-pGL2-Basic (100 ng / flL) 
T4 DNA ligasa (4U/flL) 
10X T4 DNA ligase-buffer 
10X Hexamminecobalt(llI)chloride-buffer 
agua desionizada 
Total 

volumen 

10 flL 
1 O flL 
1.0 J.lL 
10 J.lL 
1.0 flL 
5 O J.lL 

10 O flL 

Posteriormente, se tomó una alícuota de 5 ¡.LL de la ligación y se utijjzó para transformar E. cob 

JMI09, como se deSCribe en la Sección 4 6 Del mismo modo, se seleCCionaron las presuntas clonas 

recombinantes Se expandieron y se punficaron [os plásmidos correspondientes como se descnbe en la 

Sección 4 7 Se verificó la presencia del Inserto medIante ensayos de restricción con las enzimas Kpn! 



y HmdJIl Los plásmidos que se generaron se denominaron "pGL2-LTR-Mex". Con el fin de 

corroborar la identidad de las secuencias clonadas y de asegurar que no se introdujeron mutaciones en 

los procesos de PCR y de clonación, los plásmidos pGL2-LTR-Mex se secuenciaron como se describe 

en la Sección 4 8 utilizando los iniciadores gl-l y gl-2 correspondientes al vector pGL2-Basic. 

4.12 Transfección transitoria en la línea celular Jurkat. 

Se obtuvo la línea celular linfocítica Jurkat Clone E6-1, a través del programa de reactrvos y 

referencia de SIDA del NIH (National Institutes 01 Health AIDS Reagent and Reference Program, 

Bethesda, r...m) Esta línea celular expresa el TCR y la molécula CD4; además contiene los factores 

celulares de transcripción representativos de los linfocitos T [102]. 

Para las transfecciones transitorias, se empleó el reactivo FuGene-6 (No Cat 1-815-091 

Rache Molecular Biochemicals, Indianapolis, IN). Este reactivo contiene una mezcla de lípidos que 

forman complejos con el DNA, facilitando así su transporte hacia el interior de fas céLuLas eucaríontes 

[FuGene-6 Manual) 

En tubos de polipropileno, se prepararon los complejos de co-transfección, según el slguiente 

protocolo. 

Cuadro 4.7 
Preparación de complejos de co-transfección. 

Reactivo 
RPMI-1640 
FuGene-6 Transfection Reagent 
pGL2-LTR-Mex (1¡tg/¡tL) 
pGL2-Basic (200ng/¡tL) 
pSV-Tat-72 (200ng/¡tL) 
pRSV -@-gal (200ng/¡tL) 
Total 

BASAL 
91.0 ¡tL 
9.0 ¡tL 
35 ¡tL 
10 ¡tL 

2.0 ¡tL 
106.5¡tL 

+ TAT 
910 ¡tL 

9 O I'L 
35 ¡tL 

10 ¡tL 
2.0 ¡tL 

106.5 ¡tL 

Como se muestra en el cuadro, para los ensayos de transcripción BASAL, se incluyeron los 

plásmidos problema (pGL2-LTR-Mex), el control de transfección (pRSV-p.gal) y el control para 

ajustar la concentracIón total de DNA (pGL2-Basic) en los complejos de transfección. 

Para los ensayos de transcripción dependiente de Tat, se sustituyó el pGL2-Basic por el 

plásmldo pSV-Tat-72 Este plásmido también fue proporcionado por el NIH, expresa 

constitutivamente la proteína Tat y por lo tanto Incrementa los niveles de transcripción m Vltro [1 03J 
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El plásmido pRSV-f3-gal expresa constitutivamente la proteína beta-galactosidasa y sirve como un 

control de transfección (ver Sección 4.14) 

Después de mezclar los componentes de los complejos de transfección, éstos se dejaron reposar 

30 minutos a temperatura ambiente Enseguida, los complejos se añadieron gota a gota a células 

Jurkat previamente sembradas a una densidad de 1 X 106 cels /rnLlpozo en cajas de poliestireno de seis 

pozos (Cornmg) Las células se rncubaron durante 48 horas a 37°C, 5% CO2. 

4.13 Ensayos de expresión de luciferasa. 

A las 48 horas de incubaCIón, se cosecharon las células por centrifugación a 1,200 rpm y se 

lavaron dos veces en PBS (sin calcio y sin magnesio). Se resuspendieron en 180 ¡..tL de buffer de lisis 

(Luciferase Reporter Gene Assay, h¡gh sens¡t¡vity; No. Cato 1669-893. Rache Molecular 

Biochemicals; Indianapolis, IN) y se dejaron reposar durante 15 minutos a temperatura ambiente. 

Posteriormente, se centrifugaron los lisados celulares y se recolectó el extracto celular en alícuotas de 

80 ~ en tubos de poliestireno (paleon). Utilizando un luminómetro de inyección automática 

(Automated Luminescence Laboratories, modelo 2010), se añadieron 1 00 ~L de sustrato (luciferina 

diluida en buffer de ensayo, mismo estuche de Rache No. Cat. 1669-893) y se leyó la intensidad de luz 

emitida en un lapso de 30 segundos (Figura 4.1). Los valores se reponaron como unidades relatlvas de 

luz (RLUs, relative /¡ght unas) 

4.14 Ajuste de los resultados con valores de expresión de f3-gal. 

Debido a que la eficiencia de transfección suele variar de un ensayo a otro, es necesario ajustar 

Jos resultados del ensayo de luciferasa mediante un control Interno de transfecclón. Este control 

además sirve para descartar que las dIferencias observadas en la actividad transcripcional no sean 

producto de la variabllidad o error inter~ensayo En este caso, se utilizó como control el plásmldo 

pRSV-~-ga1, que codifica la ~-galactoSldasa 

El ensayo de f3-gal se realizó con una de las alícuotas que se recolectaron del extracto celular a 

las 48 horas post-transfección Se utilizó el siguiente protocolo 
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Cuadro 4.8 
Protocolo para el ensayo de !?-galactosidasa. 

Reactivo volumen 
extracto celular 80.0 ~ 
Buffer "z" 450.0 ~ 
SolucIón de ONPG 100.0 ~ 
p-mercaptoetanol 50 O flL 

Total 680.0 ~ 

Buffer"Z" 
IOOrnMNaH2P04, pH 8.0 
10rnMKCI 
1 rnMMgS04 
almacenar a 4°C 

Solución de ONPG 
O-nitrofenil.~-D-galacto-piranosida 
4 mg!mL en 100rnM NaH2P04, pH 8.0 
almacenar a -20oe 

la reacción se incubó de 16 a 7.4 horas a 28°C y ~e leyó la absorbancia a una longitud de onda 

de 420nm. Los valores obtenidos se utilizaron como el denominador para dividir los valores de RLUs 

obtenidos del ensayo de luciferasa y así ajustar los resultados 

4.15 Análisis estadístico. 

Las transfecciones transitorias se realizaron por lo menos por triplicado para cada una de las 

secuencias problema y para la secuencia control. Se calculó el promedio, la varianza y la desviación 

estándar de la muestra por cada triplicado, cuadruplicado o quintuplicado Para comparar los valores 

de actIvidad transcripcional entre el control y las muestras problema, se compararon los promedios y 

las varianzas de la muestra mediante la prueba de t de Student [104], probando CL ~ O 05 Y CL ~ 0.01. 

La hipótesIs nula fue la siguiente" "no existe una diferencia SIgnificativa entre la actividad 

transcripcional de la secuencia control y la actividad transcripcional de la secuencia problema" (Ro. 

fll - fl2 ~ O). 
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Figura 4.1. Diagrama de flujo de material y métodos. 

39 



5.1 Seguimiento de la Cohorte de la Ciudad de México. 

Con la participación de los doce sUjetos descritos en el Cuadro 4 1, se formó la primera cohorte 

de seguimiento de pacientes HIV-l seropositvos de larga sobrevida en México. En base a su primera 

prueba de anticuerpos en contra del vrrus, once de estos pacientes han estado infectados por lo menos 

durante 11 años. En síntesis, se distinguieron dos grupos de pacientes: aquellos cuyo aislamiento viral 

fue negativo o poco frecuente (Pacientes 11, 15, 17, 19,22 Y 23) Y aquellos cuyo aislamiento vIral fue 

posible por lo menos en tres ocasiones distintas a lo largo de tres años de seguimiento (pacientes 2, 4, 

8, 10, 14 Y 21). No se observaron asociaciones significativas entre la carga viral, el número absoluto 

de linfocitos T CD4+ y los resultados del aislamiento viral. Tampoco se observó alguna correlación 

entre el aislamiento viral y el tratamiento antiviral de los pacientes. 

Al utilizar el criterio de LTNPs descrito en la Sección 19.1 [76], se dedujo que el paciente Pl4 

era el único no-progresar en la cohorte debido a que satisfacía las siguientes características: (i) a 11 

años d~ infección, permanecía asintomático, en la clasdicaclón A del CDC; (ii) mantenía un nivel 

normal de linfocitos T CD4+, superior a las 450 células/¡.¡L de sangre; (iii) manifestaba una carga viral 

estable, con fluctuaciones por debajo de las 20,000 copias de RNA / mL de plasma y (IV) no habia 

tomado ningún tIpO de tratamiento antiviral durante los primeros diez años de infección (Cuadro 4 1) 

Los pacientes 2, lO, 15 Y 17 también manifestaban un nivel nonnal de linfocitos T CD4+, pero no se 

les consideró como L TNPs debido a que ya habían tornado tratamiento antirretrovlral 

En la actualidad, a más de 14 años de infección, el paciente P14 permanece estable. Sin 

embargo, su carga viral ha fluctuado (':::4.2 lag copias de RNA viraVrnL plasma) y el número absoluto 

de sus linfocitos CD4+ ha disminuido levemente (-430 céls.l~L). Este deterioro en los marcadores 

inmunológicos y viro lógicos del paciente coincide con observaciones que se han hecho en el 

seguimiento de otros L TNPs a nivel global. De tal forma, se ha comprobado que los L TNPs también 

se deterioran inmunológicamente, aunque este deterioro es paulatino y menos agresivo que en el resto 

de la población mfectada [77]. 
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5.2 Amplificación del LTR 

Se extrajo el DNA de las PBMCs de los doce pacientes de la Cohorte y se realizó una PCR 

anidada como se describe en la Sección 4.4. Los productos se sometieron a electroforésis en un gel de 

agarosa, se tiñeron con bromuro de etidio y se observaron bajo luz ultravioleta. La Figura 5.1 muestra 

los productos de PCR de cada uno de los pacientes de la Cohorte. En todos los casos, se observa una 

banda del tamaño esperado de 505 pb, similar a! control positivo (C+), lo cua! indica que las 

secuencias L TR de estos pacientes no contienen inserciones o deleciones notables a simple vista. 

5Q5pb~ 

Figura 5.1. Amplificación del L TR de los pacientes de la 
Cohorte. Se observan las bandas correspondienteS a 505 pb. 
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5.3 Selección de pacientes para la caracterización del L TR. 

Con el fin de caracterizar variantes mexicanas del LTR, se seleccionaron los productos de PCR 

de seis pacientes inscritos en la Cohorte. El seguimiento de estos pacientes se muestra en detalle en la 

Figura 5.2. El Paciente 14 (P14Yse seleccionó por ser el único LTNP identificado en México. Como 

fondo local de comparación, se incluyeron tres pacientes asintomáticos P2, PlO Y PIS (T CD4+ > 450 

céls./¡¡L) y dos pacientes diagnosticados con SIDA, P4 (T CD4+ < 200 céls./¡lL) y Pll (T CD4" < 400 

céls./¡lL) 

+ + + 
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. + ~" • ." ~" 
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Figura 5.2. Seguimiento de los seis pacientes seleccionados para la 
caracterización del L TR. Se grafica el número absoluto de ¡infocltos T CD4+ (- ). 
la carga viral ( ...•• ) y el nivel de detección del estuche de la carg~ vlr~1 (----). En el 
borde superior de cada gráfico, Se muestran los resultados del aislamiento Viral por 
cocultivo: +, pOSitiVO: -, negativo: N, no realizado. La letra S Identifica la muestra 
utIlizada paro Ja secuencloción del L TR. 
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S.4 SecuenciacÍón del L TR. 

Los productos de PCR de los seis paCIentes selecclonados se purificaron y se insertaron en el 

vector pUC18, como se describe en. las Secciones 46-4.8. Utilizando los métodos descritos en la 

SeCCIones 4.9-4.10, se secuenciaron y Se analizaron 21 clonas recombinantes correspondientes a los 

seis pacientes seleccionados. La Figura 5.3 muestra el alineamiento múltiple de las variantes 

mexicanas del L TR. 

En la porción del LTR que traslapa con el gen nef, de la posición -295 a la -121 (Figura 

5 3(A)), las variantes mexicanas comparten una identidad del 84 74%. No obstante, en la porción no­

codificante del LTR, de la posición -120 a la +80 (Figura 53(B)), las secuencias comparten una 

mayor identidad que alcanza el 97.65% Esta discrepancia en la variabilidad de la porción codiflcante 

y no codificante del LTR coincide con observaciones previas reportadas por otros grupos de 

investigación [36-95]. Se ha postulado que estas dos porciones del LTR han evolucionado 

independientemente. la primera forzada a variar por presión inmunológica y la segunda sujeta a 

permanecer constante por su función esencial como promotor. 

La secuencia mexicana de consenso (CONSENSUS:MEXL TR) manifestó una Identidad del 

92% con la secuencia consenso de referencIa global del Suptipo B del mv -1 [90]. Esta simIlitud 

corrobora observaciones amenores [97-99] que demuestran que el Subtipo B del HIV-l circula en 

México 
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(A) 
NFAT-l(l) NFAT-l(2) 

HX32L:'R ~CCAG':'TGAGCCAGAGAAG JG.;;"G?-J1.G.."(;AACA,;;"G0.AGAGAFC'CC '1X'I'TGTT "e '1ceeTG:'GAGCCTGCATGGAA TGGA TGF.CCCGGAGFGACAAGTG':'T -: 9 9 
?2 3P3MCcloniOl 
P2 2PBM::c-,-one2 
P~ 3PBM::;;,ol'eJ 
P4 3FBMCclorel 
P4 31?BMCc,oneJ 
N 3PB"J:'c~on",4 

?10.31'B."iCclone3 
1?1(l.31?B~clone4 

PIO.3PS,"iCclone5 
1'10.31'B.'K.':clone6 
P:l.2I'B'K.':clonel 
Pll ;:PB.'K.':c1one2 
Pll.2PS.'K.':clone4 
1'11 2P3.'K.':clone5 
P¡4 lP3'lCclonel 
l'1~ 3ps.-"::::clone2 
1':4 :PS'lCclcneJ 
PH 2P3t-':::~lcne4 

1?14 2P8.'K.':clone6 
1?15.1P3M::clcne3 
PlS lP3M::clone4 
':XlNSENSUSMEX:'T" 

HXB2L':'R 
?2 3P3M::cloncl 
?2 3P3M:clone: 
?2 3?Bt'Cclonc3 
P,l 3PBMCclonc1 
p~ JPL'lM:'clonc',J 
N 3?BMCclonc4 
PlO }?8M:clond 
PIO.3PB.-"::::clon,,4 
?lO 3P1l.'l::clon"S 
?lO 'l?3.'f::clon..,6 

ni ~l':':-O;::clon~l 

f'll ~pó.'l::clcn,,2 

P11 ::Ps."';;clon.;4 
1'11 '~Pl~'lCclont'5 

PI ,1. ~PB.'f::clon"l 
PH ~P:!.'-';;clon,,; 

P'.,l ;:P9.'l::clcnt'j 

PH '::P3.'l::clont4 
r.~ ;1'~M::::clen,,~ 

PI~ lP9.'!Cclcrt"J 
P1S.1PB.'t:cloM4 
:()~~ENS1.'SNEX l:'R 

---------~--- ______ g-------(J--~--~c------------~-t--------------"-a-----------~-----a------------~-------
------g--t----_____ g _____ ,,_g __ ~ __ tq------------~-r_--- __________ ,,------~-----------------------~---------
------g--t------- __ ,, _____ ,,-g--~ __ tq------------~-t--------------,,------~------------------T:----,,-~ ______ _ 
---------t---------g-------g--~--tc------------~-~--------------a-"-----------g-----~-----1l------_______ _ 
---------t---______ g-------g--~--~c------------,,-t--------------a-"-----------g-----g------------_______ _ 
---------~---______ g-------g-----t(J------------~----c-----------a-"-----------g--___ g _____ a _____________ _ 
---------,,-----t---g-------g--~--tg------------~-t--c-----------,,------a------g--______________ a ________ _ 
---------t--- __ t ___ g-------g--~--tg------------~-t--c-----------a------,,------g--______________ a ________ _ 
---------t-----t---g _______ g _____ tg ____________ ~----c-----------a------,,------g--------------------------
---------t-----t-g-g-------g-----tg------------~-t--c-----------,,------1l------q----------------,,---------

::~~~~l~~] . . ....... m~l¡:::~::::::::¡:::~~~~:~~~~~~~~¡~~~~~~~~~~~~~¡~~~~~¡~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 
q-------ct-----t---,,-------g-t~-c_::g------------~----------------~------,,------g-----------;;----.,--­

-------------------cr-------g--~--tg------------~------------t---~------.. ------cr-----------,,----,,-------c-
-------------------g-------g--~--tr-----------.,,------------t---;;------.,,------(J-----------;;----,,--_____ c_ 
-------------------g-------g-----tg------------,,----------------a------,,------g-----------,,----"'-~-----c-

-------------------g-------g----->:,,------------.,,----------------a------,,------q-----------a----,-______ c_ 
g--------t---__ t ___ a _______ g_t--c>:g--------g---.,,--t;;-----q------a-"'-~--a------q------t-----------______ c-
g--------t----_t ___ "' _______ g-t--ctg--------g---,,--t,,-----g------a-a-a--a------g------------------~ _____ c-
ACCACl'l'TGATCCAGAGAAGGTAG~J1.GAGGCr:;AATGAAGGAGAGAACAJccA=TGTTACi'.=TATGAGC=ATGGGATGGATG.O;;:cx:GGAGAG~.CAAGTGT':' 

duphcJuon 

Figura 5 .. ~. Alineamienta múltiple de las secuencias del L TR de acuerdo a la 
enumerocton de nudeótidos del virus prototipo HX82. Las secuencias se deSignan 
según el paCIente, la toma de muestra y la clona (L TR amplifIcado de PBMC y clonado en 
pUC18). Los gUiones indican identidad con el nucleótido de la secuencia HXB2. Los puntos 
generan huecos en la secuencia para preservar el alineamiento, Indicando de lec iones o 
pollmorftsmos. Se señalan los sitios de unión a factoreS celulares de transcripción y la 
deleclón de 18 pb del pacIente Pll. (A) Nucleótidos de lo posición -295 a la -121. (B) 
Nucleótidos de la posición -120 a la +80. 
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----------------------------- L-'J-----------~>---~-------------------------.,:-----------------------
---------------------------- .-(J------------>--------------------------------'--------------------
-----------------------------1-'1------------'--------------------------------,..-------------------
-------------______ ..:.. ______________________ t_;.. _________ ----------'J----------->--------------------

-------------------------------- ·_----,------~~-.y.-----------<I-----------,.-------------------

AGC"7GC"TTTTTGrC7GT AC"1'C.c;mCTCTCT C,C, T7 AC,A( CAC,A.TC'I'GAC,,,<:::TGGG';;:;CTCTCTGGCT !v\CT I\GGG;\JiCCC'¡\CTGCTT AAr.,('cw ."A r "'" ~ 
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Figura 5.3. (continuación) 
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5.5 DeJeción del sitio NFAT-l en la secuencia del Pll. 

El sitio de unión al factor NFAT-l se encontró conservado en todas las variantes mexicanas, 

con excepción de aquellas correspondientes al paciente PII (SIDA, CD4+ < 400 cels./~L). En esas 

variantes, se observó una deleción de 18 pb (marcada en un rectángulo en la Figura 5 3(A)) que no se 

había reportado anterionnente en la literatura Mediante una traducción de la secuencia, se predice 

que esta delec.ión eHmma seis amino ácidos dentro del marco de lectura de la proteína Nef (Figura 

54(A)). A lo largo de varias muestras tomadas de este mismo paciente, se observó que la deleción de 

18 pb predominaba en la población proviral de sangre periférica, según secuenciacrón dIrecta del 

producto de PCR (Figura 5.4(B)). No obstante, en la muestra PII.5PBMC-PCR, no se observó tal 

deleción. Casualmente, esta fue la única muestra de la que se pudo aislar el HIV -1 del P 11 (Figura 

52). El virus aislado por cocultivo (PII.5cocu-PCR) tampoco mostró la deleción de 18 pb. 
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?ll.lPBMC-pCR 
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'11. 2PBMCclone5 
111.4PBMC-PCR 
'11.5PBMC-PCR 
'11.5cocu-PCR 

NFAT-l(l} 

ACCAGTTGAACCAGAGCAAGTAGAAff¡TAAGGAGAGAAGAACAGCTTGTTACACCCTAT 
~- -- -- -----. . . . . . . . . . . . . . .. . - - -tg------- -- -c----- ---- - - --- --- --­
------ -----. . . . . . . . . . . . . . .. . -- -tg------- ---c--------------------
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HaeIII 
sitio de restricción 

-230 

Figura 5.4. CA) Secuencia parcial de la proteína Nef de acuerdo a la enumeración de 
omino ácidos del virus prototipo pNL4-3 (aa 125-207). Las secuencias se designan según el 
paciente y la toma de muestra. Los guioneS indican identidad con el virus prototipo. Los 
puntos generan huecos en la secuencia para preservar el alineamiento, indicando la deleción de 
6 oo. (B) Variabilidad temporal en las secuencias del LTR del pociente Pll. Se alinean 
las secuencias de acuerdo al virus prototipo. Se observa la deleción de 18 pb en el producto 
de PCR de treS muestraS distintas (Pll.l, Pll.2 Y Pll.4) yen la clona 5 de la muestra Pll.2. La 

deleción no Se observa ni en el producto de PCR de la muestra Pl1.5, ni en el producto de PCR 
del virus cocultlvado (Pll.5 caculo Se Señala el SitiO de restricción HaeIIL 
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Para distinguir las muestras que contenían la de1eción de 18 pb, se diseñó un ensayo rápido de 

longitud de polimorfismos por fragmentos de restricción (RFLP, RestrictlOn Fragment Length 

Polymorphism) utilizando HaeIll y el producto de PCR (Figura S SeA)) Como se indica en la Figura 

5.5(B), la deleción de 18 pb se observó en las primeras cuatro muestras secuenciales de este paciente 

(de Febrero de 1996 a Marzo de 1997) pero no en la quinta (Diciembre de 1997). La sexta y séptima 

muestras fueron tomadas en 1998 y volvieron a mostrar la deleción de 18 pb. 
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(A) NFAT-I(I) 

192 pb 

28-P-b·~-4--,L.~l-:.~-'-.! P-b--~-'-----2-93-P-b----PI1.2PBMC clonasl-5 

(8) M e 1 2 3 4 5 6 7 

~ 293pb 

~ 192pb 
~ 166pb 

~ 117pb 

Figura 5.5 (A) Mapas de restricción del L TR digerido con HaeIII. Los mapas 
corresponden a las secuencias de la Figura 5.3. (9) Fragmentos generados 
expe.ril1le.ntalme:nt~. Se. digirieron los productos de PCR con HaeIII durante 6 horas a 
37 C. e, pNL4-3: carriles 1-7, PCRs de muestras sucesivas del paciente Pll tomadas a lo 
largo de 32 meSeS de seguimiento 
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5.6 Variabilidad del LTR de la posición -ZOO a la -IZO. 

En algunas vanantes mexicanas del LTR, se observaron varias mutaciones puntuales a lo largo 

de los sitios de unión a los factores USF-I, Ets-I, LEF-I, RBF-I, RBF-Z (Figura 5.3(A)) Sin 

embargo, todas estas mutaciones se han reportado con anterioridad [901 y se ha demostrado que no 

alteran significativamente la función del LTR In vitro [44] 

El polimorfismo MFNLP (Mast Frequent Naturally-occurrmg Length Polymorphysm) es una 

insercIón de 15 a 34 pb que contiene una duplicación del sitio RBF-2 (Figura S.3(A». La frecuencia 

de este polimorfismo fue de un 3 8% en las variantes mexicanas del L TR Esta frecuencia coincIde 

exactamente con la reportada en la Cohorte de Linfadenopatía de Vancouver (42 pacientes) [36] El 

:MFNLP no se observó en las variantes de los pacientes con bajos niveles de linfocitos T CD4+ (p4, 

PII). 

En el caso de las secuencias del paciente P14, cuatro de cinco variantes tenían e11\llFNLP; sm 

embargo, los polimorfismos no eran idénticos (Figura 5 3(A», ya que uno medía 16 pb y los otros tres 

21 pb. Esta observación discrepa con reportes antenores, ya que no se había observado ninguna 

heterogeneidad del :MFNLP en pacientes no progresares [88]. 

5.7 Variabilidad del LTR de la posición -120 a la +80. 

Se observó que el 100% de las variantes mexicanas del LTR mantenían conservados los sitios 

de unión al factor NF-KB (Fig.5.3(B)) Los SItIOS de umón al factor Sp-l se mantenían intactos en las 

secuencias del paciente P14, con excepción de una mutación puntual G-?A en la secuenCIa P14.2-

PBMC-clone6 El resto de las variantes mexicanas sí manifestaron vanas mutaciones puntuales en el 

süio Sp-l. Sin embargo, estas mutaciones ya se han reportado con anterioridad [90] y se ha 

demostrado que tampoco alteran la función del L TR In VI/ro La caja TATA se mantuvo conservada al 

100% en las van antes mexÍcanas. 
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5.8 Mutaciones puntuales en la secuencia TAR y predicción de estructuras secundarias. 

Se observaron distintas mutaciones puntuales a lo largo de la secuencia TARde las varIantes 

mexicanas del LTR (Figura 5.3(B)). 

En el caso del paciente P 15, se observó una sustitución (C---+ T) en el centro de la protuberancia 

(bulge) que interacciona con Tat. Sin embargo, se sabe que esta mutación no afecta ni la unión con 

Tat ni la transcripción viral en modelos de mutagénesis dirigida [105]. Asimismo, se observaron 

mutaciones puntuales en la posición +25 (T ---+ A) de las secuencias correspondientes a los pacientes 

P2 y PIO. Esta misma sustitución se ha reportado con anterioridad en el aislado primario HIV-ISF162 

[90] y en un aislado de un paciente canadiense con un bajo nivel de linfocitos T CD4+ [36] Al igual 

que en la mutación anterior, la sustitución no afecta la transcripción de genes reporteros in vitro. 

En el caso del paciente P14, las secuencias de TAR correspondientes a la protuberancia (bulge) 

y al asa (loop) se mantuvieron conservadas. Sin embargo, se observaron dos sustituciones en las 

posiciones + II (G-->A) Y + I 3 (T -->G), correspondientes al tallo de T AR (Figura 5 3(B)). Estas 

mutaciones solo se han reportado en otros tres aislados distintos a nivel mundial HIV -lc_92BR025 8 

(Brasil), HIV-Ic.Efu22" (Etiopía) y HIV-IB-wR27 (Estados Unidos) [90] UtilIzando la opción sqUlggles 

del programa mfold del GeG, se calculó que las mutaciones alteraban las interacciones Watson-Crick 

en el tallo de T AR Y afectaban la energía libre de Gibbs a un pH de 7 O, generando dos posibles 

estructuras secundarias alternas de T AR (Figura 5 6) En teoría, la formación de ambas estructuras 

secundarias es bioquímicamente espontánea (~G negativa en ambos casos). De formarse, ambas 

mantendrían la protuberanCia y el asa intactas, pero la estructura alterna tendría un asa adicional cuya 

importancia se desconoce 

51 



loop > 

bulge _ 
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kcal/mole 

HXB2 P2 P4 

P14 
estructuro secundaria oJterno 

Pi0 Pll P15 P14 

Figura 5.6. Predicción de estructuras secundarias de TAR-RNA. Se induye 
la estructura del virus prototipo HXB2 como referencia. Utilizando la opción 
Squigg/es de los programas mfo/d y p/otfo/d de GCG, Se generaron dos 
estructuras alternas en el caso de los L TRs del paciente P14. 
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5.9 Selección de variantes del LTR para ensayos de actividad transcripcional. 

Para los ensayos de actividad transcripcional, se seleccionaron variantes mexicanas del LTR 

que contuvieran m.utaciones significativas aún no descritas o no caracterizadas en la literatura En el 

Cuadro 5 2 se describen las características de las secuencias que se clonaron en el vector pGL2-Bask, 

tal y como se describe en la Sección 4.11 de Material y Métodos. Se clonó la secuencia L TR del VlnlS 

prototipo pNL4-3 como control positivo y el vector pGL2-Basic por sí solo como control negativo 

Así, se utilizaron un total de ocho plásmidos recombrnantes de luciferasa para los ensayos posteriores 

Cuadro 5.2 
Secuencias del LT R clonadas en nGL2-Basic 

Paciente Secuencia Características e impottancia. 
Control pNL4-3-LTR • L TR prototipo Contiene los sitios y elementos necesarios para 
positivo dirigir la transcripción basal y dependiente de Tat [106] 

• Secuencia T AR intacta. 
• No contiene oolimorfismos . 

P11 P11.2PBMCc1one1 • De1eción de 18 pb en NFAT-1 (no descrita). 
• Mutación A--')G en TAR (posición +57; descrita y presuntamente 
intrascendente) [90]. 

P 11 2PBMCc1one2 .Idéntica a la secuencia anterior, excepto por el nucleótido +57. 
• Secuencia T AR intacta . 

P14 P14.2PBMCc1one2 • Mutaciones en el tallo de TAR (posiciones + 11, +13) 
posiblemente generen dos estructuras .secundarias alternas 
.Descritas en otros tres aislados [90] pero función aún 
desconocida. 
• Contiene el polimorfismo MFNLP (16 pb) 

P142PBMCc1one4 • Mutaciones en el tallo de TAR (posiclOnes + 11, + 13) 
• ContIene el polimorfismo MFNLP (21 pb). 
• Difiere de la secuencia anterior en el número de nucleótidos del 
MFNLP . 

Pl5 P1S.1PBMCc1one3 • Mutación en la protuberancia de TAR (bulge, posición +24, 
descrita y presuntamente intrascendente) [90]. 
• Contiene el MFNLP (16 pb). 
• Útil para comparar con la secuencia del paciente P14 

PIS lPBMCclone4 • Idéntica a la secuencia anterior, excepto por un nucleótido en Sp-
I (3)'i~~sición - 66). 

Control mnguna • Se incluye en los ensayos para restar el fondo de transcripción de 
ne!!ativo oGL2-Basic. 
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5.10 Actividad transcripdonaJ del LTR en células Jurkat. 

Los ocho plásmidos descritos se emplearon para transfectar células Jurkat en la ausencia o 

presencia del transactivador Tat, utilizando 105 materiales y métodos detallados en la Sección 4.11. 

Las células se incubaron 48 horas y los extractos celulares se emplearon para realizar los ensayos de 

luciferasa como se describe en la Sección 4 12. La Figura 5 7 muestra la actividad transcripcional de 

las variantes mexicanas del LTR Los resultados se ajustaron con el control de transfecclón de beta­

galactosidasa (ver Sección 4.13). 

A niveles basales de transcripción, las variantes mexicanas manifestaron una actividad 

transcnpclOnal similar a la del LTR prototipo (p>0.05). Sin embargo, bajo los efectos de Tat, cinco de 

las seis variantes mexicanas mamfestaron una actividad significativamente mayor a la del L TR control 

(p<O 05) Aún las variantes con la deleción de 18 pb en el sitio NFAT-] (correspondientes a Pll), así 

corno aquellas con las mutaciones qt:e pr~s"J.r:.tamcnte <:.fectan la estructura de TAR (correspcndientes a 

PI4), mostraron una actividad superior a la del LTR del virus prototipo. 

Los niveles de transcripción no se vieron reprimidos en mnguna de las variantes con el 

poljmorfismo:MFNLP (P14 ó PIS), lo cual discrepa con estudios prevJQs que sugieren que el rvrPNLP 

es un elemento represor [40] 

Cabe señalar que se observó una diferenCia significativa entre la actiVIdad transcnpcional de 

las dos varíantes del LTR del pacíente P15 (p15.1PBMCclone3 > P15 lPBMCclone4, p < O 01), aún 

cuando la única diferencia entre estas secuencias corresponde a un nucleótido en el sitio Sp-l(3), 

posición -66 (Figura 5.3(B)). 

En síntesis, estos resultados indican que ninguna de las mutaciones observadas en las variantes 

mexicanas del LTR reprime la actividad transcnpctonal m Vltro. 
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7 X 106 • Basal ** P < 0.01 

6 x 1()6 111 + Tat -5,133,893 
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4 X 106 
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1 X 106 
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nmguna pNL4-3 P112PBMC Pl1,2PBMC P14.2PBMC P14.2PBMC P15,lPBMC P151PBMC 
cJonel cJone2 cJone2 cJone4 cJone3 cJone4 

Secuencia del L TR insertada en pGL2-Baslc 

Figura 5.7. Actividad transcripcional del LTR en células Jurkat. Se Indican los 
promedios de actividad de luciferasa bajo los efectos del transactivador (+Tat). Se 
reportan los valores en unidades relativas de luz (RLUs), mostrándose Ja desviacIón 
estándar de la muestra (barras de error). Los resultados han sido OJustados con un 
control interno de transfección (pRSV-p-gal). 
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6.1 Variabilidad y función del LTR 

En este estudio, se caracterizaron variantes mexicanas de la secuencia LTR del HIV-l Para 

ello, en lugar de recurrir a muestras sanguíneas aleatorias o a bancos de material biológico poco 

caractenzados, se organizó e mtegró la primera cohorte de pacientes HIV-l seropositivos de larga 

sobrevida en México. El seguimiento de la Cohorte permitió clasificar a los pacientes y obtener 

información clínica, virológica e inmunológica que pudiera ser útil en la interpretación de las 

secuendas que se obtuvieran posterionnente. A más de cinco años de seguimiento, la Cohorte de la 

Ciudad de México se suma a otras cohortes que se han organizado internaCIOnalmente [73, 77, 80, 88, 

89, 95, 107]. 

El seguiffilento de la Cohone también permitió distmguir al paciente P14 como un presunto no­

progresor (L TNP) mexicano. Debido a que se han encontrado deleciones significativas en los L TRs de 

no-progrescres en otra~ reg.o::les ¿el mundo [85, 86], se procedió a amplificar, clonar y secuenCIar el 

LTR del paciente P14. Estos experimentos se hicieron en el contexto de otras variantes mexicanas del 

LTR, incluyendo a otros pacientes como fondo local de comparacIón. Sin embargo, no se encontraron 

deleciones grandes en el LTR del paciente P14 (Figura 5.1). Mediante un análisis más detallado, se 

observaron dos mutaciones puntuales en las posiciones + 11 Y + 13 dentro de la secuencia 

correspondiente aTAR (Figura 53(B» Utilizando programas de cómputo del GCG, se predijo que 

estas sustituciones podrían generar dos estructuras secundarias alternas de T AR (Figura 5 6) No 

obstante, no se realizaron experimentos que comprobaran la formación de tales estructuras In VI/ro o In 

VIVO 

Con el fin de examinar la función promotora del LTR del paciente P14, se clonaron dos 

variantes de sus LTR en un vectOr transcnpcional que expresa luciferasa bajo el promotor que se le 

inserte. Así, se realizaron ensayos de actividad transcripcional en células Jurkat, demostrándose que 

los LTRs de este paciente eran funcIonales y lograban dirigir la expresión de luciferasa en células 

linfodtlcas (Figura 57) Las mutaciones en las posiciones + 11 Y + 13, aquellas que presuntamente 

generan dos estructuras secundarlas de T AA no resultaron en algún fenotipo negativo, ni 

dismmuyeron la actividad transcripclOnal dependlCote de Tat. De hecho, esta actiVIdad es 

Significativamente mayor a la observada en el control POSItiVO (pNL4-3). No obstante, tampoco 
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podemos afirmar con certeza que estas mutaciones aumentan la actividad transcripcional, ya que el 

L TR de este paclente contiene otras mutaciones puntuales y polimorfismos 

Por otro lado, en las variantes del LTR del paciente PII, un miembro de la Cohorte con 

diagnóstico de SIDL\ se observó una deleción de 18 pb (Figura 5.3(A». Esta deleción elimina más de 

la mitad del primer sitio de unión al factor NF A T -l. En la Cohorte de Linfadenopatía de Vancouver, 

ya se habían encontrado variantes del LTR con una deleción similar de 18 pb (a siete nucleótidos de 

distancia de la deleción de PII) en un paciente que también presentaba síntomas de inmunodeficiencia 

[36]. Asimismo, los aislados virales mV-l HAN (Alemania) y mV-lp'96 (Estados Unidos), ambos 

provenientes de pacientes con SIDA, también presentan una deleción de 18pb en el sitio NFAT-I (a 

tres nucleótidos de distancia de la deleción mexicana) [90] Llama la atención que, siendo tan poco 

frecuentes, las deleciones en el sitio NFAT-l coincidan en ser de 18 pb (6 aa) en cuatro reportes 

llldependientes. 

El hecho de que estas deleciones ocurran In vivo, en sangre periférica y en aislados del HIV-l 

que se replican eficientemente en cultivo (HIV-IHAN y mV-lp896), sugiere que la ausencia de estos 18 

pb no afecta aJguna funclón esencIal del virus. En efecto, al realizar ensayos de actividad 

transcripcional con los LTRs del paclente PI1, se observó que la deleción de 18 pb no impedía la 

funclón promotora del LTR in VItro Al igual que en el caso anterior, la actividad transcripcional 

dependiente de Tat fue significativamente superior a la actividad del control, lo cual indica que los 

nucleótidos deletados son dispensables en el proceso de trans-activación en linfocitos T (Figura 5 7) 

Cabe destacar que la deleción de 18 pb cae dentro de la porción del LTR que traslapa con el 

gen ne/, eliminando así, seis amina ácidos de la proteína viral correspondiente (Fig 54(A». 

NonnaJmente, estos seis amino ácidos (DKVEEA) estarían ubicados cerca del extremo carboxiJ 

terminal de Nef, dentro de un asa flexible e hldrofóblca que participa en la formación de dímeros de la 

proteína [13] y que además interacciona con una serie de ligandos peptídicos aún en proceso de 

caracterización [108J. En este sentido, la proteína Nef del paciente PIl puede emplearse como una 

mutante natural del virus para complementar los estudios relacionados a la cristalización de la proteína 

y a la función del asa flexible 
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Como se muestra en la Figura 5.4(B), la deleción de 18 pb no se encontró en una de las 

muestras del pacIente PIl. Fenómenos similares de variabilidad temporal del LTR se han observado 

en otros estudios, en donde las deleciones son genéticamente inestables y se recuperan In VltrO e In 

VIVO mediante mecanismos aún desconocidos [109, 110]. Sin embargo, tambIén es posible que el 

paciente Pll esté infectado con dos cuasi-especies del virus que sean distintas en la región LTR y que 

estén predominando a distintas etapas en sangre periférica. En humanos, la coinfección con dos cepas, 

subtipos y tipos del IDV es posible y se ha documentado en varios reportes [111. 112] 
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6.2 Utilidad y validez de los ensayos de actividad transcrípcíonaI. 

La variabilidad del L TR m vivo se ha estudiado en cuatro cohortes distintas' (i) la Cohorte de 

Linfadenopatía de la Ciudad de Vancouver [36], (ii) la Cohorte pediátrica del Hospital de Harlem [95], 

(iii) la Cohorte de LTNPs de Sydney [85] y (iv) la Cohorte de LTNPs en Nueva York [88] A 

diferencia de lo realizado en estas cohortes. en el presente estudio se investigó la función de los LTRs 

mediante un ensayo de actividad transcripcional que emplea luciferasa como proteína reportera y 

lípidos (FuGene-6) que facilitan la transfección en células linfocíticas. Este ensayo no se ha reportado 

en la literatura y ofrece las ventajas de ser sencillo, no Cl!otóxico y reproducible La sensibilidad de 

este ensayo es considerable, ya que se detectaron diferencias en la actividad transcripcional de dos 

clonas que variaron únicamente en un par de bases (cIonas de PI5; Figura 5.7). Además, la actividad 

ajustada de luciferasa varió de lx102 a 7x106 RLUs, superior al rango de detección reportado 

previamente (lxlQ' a 2xlO' RLUs) en ensayos de actividad transcnpcional del LTR [88]. 

Utilizando este ensayo, se demostró que las variantes mexicanas del LTR, aún con mutaciones 

y deleciones significativas, tenían una actividad transcnpcionaI equiparable o superior a la del LTR 

prototipo (Figura 5.7). Debido a que las transfecciones se realizaron en células Jurkat, estos resultados 

solo pueden interpretarse en el contexto de linfocitos T, la principal estirpe celular infectada in vivo 

Existe todo un espectro adicional de células susceptibles a infectarse con el HIV-l [76] y, en pnncipio, 

tales células expresan factores celulares de transcnpción distintos que activan o reprimen el L TR 

dlferencialmente. Se ha observado, por ejemplo, que la actividad transcripcional dependiente de Tat 

puede modularse de forma distinta en células linfocítlcas y en células monocíticas [113]. 

Los ensayos de actividad transcripclonal tienen otra limitante: la tranfección no es estable sino 

transitoria, lo cual implica que el plásmido reportero no está integrado en el genoma cromosomal sino 

que se encuentra de forma episomal en el núcleo de la célula transfectada. Aquí, es mdispensable 

señalar que, dentro del ciclo de replicación del HIV-I, el DNA viral puede encontrarse integrado o de 

forma Circular no integrada en el núcleo de la célula infectada (Sección 1 3 1) Por lo tanto, este 

modelo de estudio es útil para examinar la actividad transcripcional del LTR en un contexto 

extracromosornal y no necesariamente para extrapolarla a un contexto de provirus integrado Rossi y 
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cols han demostrado que la actividad del LTR puede ser distinta en células transfectadas estable 

versus transitoriamente [114]. 

Por último, es importante subrayar que los ensayos de actividad transcripcional solo examinan 

un aspecto de la función del L TR. Como se ha mencionado anteriormente, esta región del genoma 

viral está mvolucrada en otros procesos tales como la poliadenilacjón y el encapuchamiento (cappmg) 

de transcritos virales [1]. Recientemente, se ha demostrado que la estructura secundaria mtacta de 

TAR es imprescindible en los eventos de retrotranscripción [54] y empaquetamiento viral [54-56] En 

estos procesos, las mutaciones + 11 Y + 13 en los L TRs del paciente P 14 podrían ser importantes 
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6.3 Relevancia en el estudio de vacunas en contra del HIV-l. 

Ante el impacto epidemiológico global del IDV -1 [96] Y ante la falta de una vacuna eficiente 

en contra de la infección, ha surgIdo la propuesta de producir una vacuna atenuada introduciendo 

mutacIOnes y deleciones en ]a región neflLTR del genoma viral [85, 86, 115] Las repercusiones 

bioéticas que esta idea conlleva han generado un sinnúmero de críticas y contrapropuestas [116-119] 

Por un lado, utilizando el modelo del virus de la inmunodeficiencia del simio (SIV), se había 

demostrado que la cepa SIV macó239nef, atenuada por una deleción en nefIL TR, na producía SIDA al 

inocularse en monos Rhesus adultos [87] La inmunización con esta cepa inducía una respuesta 

inmune humoral [120] y celular [121] tan favorable que protegía a los monos adultos en contra de 

retos posteriores con cepas silvestres del SIV [120] Sin embargo, posteriormente se demostró que 

estas cepas atenuadas sí producían SIDA al inocularlas en las mucosas de monos reCIén nacidos [122]. 

Aunado a esta observación, también se señaló que las deleciones cortas en el genoma del SIV podían 

repararse En vivo [109], reviniendo a la secuencia silvestre. 

Asimismo, en humanos, el antecedente de los L TNPs de la Cohorte de Sydney había generado 

un entusiasmo considerable. Debido a que estos individuos portaban cepas con deleciones múltiples 

en neflL TR [85], se pensó que tales cepas no podrían producirles daño alguno. Sin embargo, con el 

paso del tiempo, se ha demostrado que algunos de estos pacientes empiezan a deteriorarse 

inmunológicarnente y que su carga viral ha aumentado [771. Al examinar el genoma de sus virus, se 

han manifestado cambios temporales en la secuencia neflL TR, mostrándose algu.nas inserciones que 

no estaban en los aislados originales. Del mismo modo, Berkhout y cols. han demostrado que la cepa 

HIV-ID,3, un candidato de vacuna con deleciones en nej, vpr y el LTR, manifiesta cambios genotípICOS 

y fenotípicos después de dos meses en cultiVO. duplica sus sitios Sp-l, compensando y así reVIrtiendo 

a un VIruS de replIcación rápida y transcripción más eficiente [I1O]. 

La variabilidad temporal de la deleción de 18 pb que se observa en las variantes mexicanas PIl 

(Flguras 5.4 y 5.5) sugiere que el paciente está infectado con dos variantes que predominan a distintos 

tlempos en sangre periférica. Sin embargo, esta variabilidad también puede ser el resultado de la 

inestabilidad genética del L TR In ViVO. De ser el caso, estaS observaciones independientes, en 

conjunto, sugieren que el HIV es capaz de restituir sus deleciones In Vltro e in vivo Esta evidenCia de 
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inestabilidad genética representa un grave potencial de reversión a formas silvestres y por lo tanto 

argumenta en contra del uso de vacunas atenuadas por medio de deleclOnes en el genoma del mV-l 
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6.4 Conclusiones 

En síntesis, se investigaron cuatro aspectos originales acerca de la secuencia terminal larga 

repetida del mv -1. (i) las características del LTR de un no-progresor mexicano en el contexto de un 

fondo local de variabilidad, (ii) la variabilidad temporal de una deleción de 18 pb en el sitio NFAT-1, 

(üi) las secuencias correspondientes aTAR Y las posibles estructuras secundarias que éstas generan y 

(iv) la función promotora del LTR mediante un nuevo ensayo de actividad transcripcional en células 

linfocíticas. 

Se concluye que las varIantes mexicanas del LTR contienen polimorfismos, mutacIOnes y 

deleciones diversas que!!Q disminuyen la actividad transcripcional basal ni la actividad transcripcional 

dependiente de rat en células linfocÍticas. 

Este estudio demuestra que las deleciones y mutaciones que ocurren In ViVO en el L TR no le 

son forzosamente perjudIciales al virus y pueden ser genéticamente inestables, argumentando así, en 

contra de la producción de vacunas del HIV -1 atenuadas por deleciones en neflL TR. 
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ABSTRACT 

To examine the genetic features of the long terminal repeat (LTR) derived from six HIV-l-infected ¡ndivid­
uals enrolled in the Mexico City Cohort, we c10ned and sequenced a 505-bp fragment of the proviral LTR 
from their peripheral blood mononuclear cells (PBMCs). All patients harbored HIV-l LTR quasispecies cor­
responding to the B subtype. Three patients with high CD4+ T cell counts (>500/mm3) presented LTR se­
quen::es with point mutations in the TAR bulgc. Th¿ LTR sequence from a patient c1assified a!. a long-term 
nonprogressor (LTNP) presented the most frequent naturally occurring length polymorphism (MFNLP) and 
two substitutions in the TAR region that were predicted to result in two alternative secondary RNA struc­
tures. A novel18-bp deletion, which eliminates part of the putative binding site for the nuclear factor of ae­
tivated T cells (NFAT-l), was identified in the overlapping neflLTR sequence derived from a patient pro­
gressing to AIDS. This deletion coincides with the ability of this virus to eonsistentiy replicate al low levels in 
vivQ (viral load <500 RNA copies/mI) and in vitro (unsuccessful virus isolation). On one occasion, when virus 
isolation was successful, the 18-bp deletion was no longer evident and LTR sequences with intact NFAT-l­
binding sites were observed. Inoculation of hu-PBL-SCID mice with viruses from several Mexican patients 
resulted in differential CD4+ T cell depletion patterns 15 days postinfection. which agree with the in ~'ivo 

CD4 + T cell CQunt data from each patient. 

INTRODUCTION 

A l THOl,(;H THF VlEDIA,\ TIVlL from HlV·l scroconvcr'lon to 
AIDS l~ .Jpproxlm.¡tcly 10 y<::JTS In ¡he ~b~cncc of antl­

retrovlral trcalment,l there Me numerou~ rcports of long-tt:rm 
nonprogrc~~or~ (LT':'-lP~) WOrldWldc,:-~ LTNP, reprc\cnt only 
,1 Jlllflonty 01' thc HIV-l-mtceled POpu]:¡tlOn .Jnd they c.Jn be 
dcfincd J.S pcopJc who hJ.vc bccn uttectcd lor al lca ... ! 10 yeaT~ 
and who remain a~ymptomatH; wlth a !lollTIal C04· T cdl count 
andJ low viral lo~\d dC~pllC no .UltlrctrOVlrJI tre~tmcnt': Clo\c 
Ob\CTV,I!lOn and follow-up 01 L T"P ... In \cvcral cohort ,tudle", 
holve rcvealcd lhal thc~c p.\tlClll ... mol}' Ul lact he ... ll)W progrc~­
'\lr\.h oppo\cd lO nonpro¡!re~,or\ 01 Inv dl ... e.he.".I ...... howll 
by ,m,dl hU! ,te.Ldy deLrea~e~ In (helr CD4' T cdl eoun(~ 
thmugh llole In .m~ ~,]'e. (he \tuuy 01 l:l ~P ... eontmuc, 10 he 
.1 key elcmem In the tll1der,t.mdlllf! ()I J-lIV p,l1hogcne",l\ ,lJ]lJ 111 

the dcveIopment of novel ~tratcglc ... ror the treatment Jnd prc­

"enrian 01' AIDS. 
To dJte, no ,ingle ho~t or viral phenmype ha' bcen con,b­

tcntly lmked 10 long-terrn llonprogn;"lOn .md lt t ... wldcly be­
hc"co ¡h:J! H, e.:tusc~ olre multlfae(OTml In \ome ... tudle" hlgh­
tlter nCtltra)¡zmg J.ntJbodlc~7 ,Ino cffectlvC cellular IIlUllUne 
rc\pon~e~ havc bccn dc.,cnhed In LT:-'¡P~ The ... c ccllul~lr re­
~pon~e~ ¡nelude poten! antlvm:\ t,lctor~ "ecrcted hy COS - T 
lell ... ~ anó \trong C08' T edJ eylOtoxlclty Jgalnst HIV Jntl­
gen-pu¡"'cd eell" .) Therc ale JI\lJ ~tr()l1g ,]","'OCIJ.tl0n\ ... ugge\¡lng 

¡h.lt gcnctlc bJ<.:kground J.nd HLA rDJy be mvolved In .1 ... lowcr 
progrc\\[(l1l 10 AJDS, JS CVldcl1ccd by .:t hlghcr l"requency ot 
certam ,LJldc~ fOtmd In llonprogre\\or\.IO Other l,lrge ~'()h(lrl 

\(lId\(!, hAve reponed that hetcro?ygO\IIY ¡'or lhe :(!·ha'L' p:lIr 
uclctlOn 01 (he ¡).chcmoklllC receptor gene CXCR-) 1\ ... tl()ngly 

.1'\\JelJ.!cÓ \~I(h.1 dcl.L~ed progre"lOll \Jt AIDS·rel,lted ... ~Illp-

, i '\\1.1 \1.1 d~ \n\ "\,,'~.,, h,n rn He'I,.)\ Irn' lI,,,,,.,,,.,, l¡hllllJ(,' ,le- \11\ ~,Ilt.,,:,,),,~, nLlll1lé.lI~,". ',1m cr ,,,11L1 :--¡.¡~¡"!l.\l \lJ\lll1\l!!\.L Ll~ 'k \\~" Llld 
D"[L'C'''') (,"11(': d ,1<- 1 1",1"nl5',I",', L. \'-"c'I.LJ', dc ";,.t"d .. \le,,«, 

1 d" '1 Ll,\) ", .1,' B,.)I,,~, L \l"k".,1 LI L.c ''''1.\ ,le- 'k.JLc 1:\.' t '"" ,., ,,,L,d l'.m.""c, ,L.''',' \1,,~,~( • 
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toms 11 Such a dday, however, 15 mOH notably observed dur­

mg the fir'it 7 ¡ears of InfectlOn: there<lfter, progresslOn to AroS 
In ¡he heterozygous CCRS/C1.CCR5 populatlOn 15 similar to that 
ob~ep,.ed In ¡he wlld-Iype CCR5/CCR5 camers 

AltematlVely, many other cohor! studle'i have focused thelr 
effons In searchmg for pecuhantles In the genome of Ihe 
HIV -! vanants harbo red by L TNPs, The !>tronge~t assoc¡a[ion 
between viral genotype and nonprogreS'ilOn IS that of the Syd­
ney Blood Bank Cohort Study, where maJor deIetiOns m ¡he nef 
gene and m the long tennmal repeat i,LTR) were cons¡stently 
found m ¡he donor and m the 'ieven reclplents of a contaml­
nated blood UlUt. AII elght affected pattents were m!llally re­
poned as L TNPs who had remained asymptomatlc throughout 
at Jeast 13 years of HIV-l infectlon,4 Slmllar\y, presumabty at­
tenuated HIV-l proviruses have been reponed m a Xorth Amer­
ican) and m an Itahan L TNP, 12 suggesting tha¡ neftL TR-deleted 
HIV-I quasIspeCies may be clrculattng gIobaIly, although not 
necessaI'll) m all per-;ons ¡dentified as nonprogressors s Nef has 
been shown to downregulate CD4 molecules from the surface 
ofT celh and to decrease mterleulan 2 (lL-2) production,D but 
also has been ~hown lO have a posItive effect on HIV-l reph­
cauon. \~ 

The C3 reg!On ofthe LTR, whieh overlaps wllh the Nef-cod­
mg reglOn, has several SlleS that bmd cdlular transenpuon fac­
tors. 15 Previous studies mdlcate that sorne of these cls-bmding 
~Itcs wllhm che L TR are vanable and thiS vanablhty atfects VI­
ral rephc:lt¡on 16 There are repons that HIV-I vlnons wllh dele­
tlOns m the NFAT sltes replicare faster ,.\fid are more cytopathlc 
In ,uro than parental strams,I7 

In thls article, we pre'ient data from d 4-year follow-up study 
of ~everaJ HIV-I-mfecled patlents m Ihe MeXleo City Cohon 
Only one of Ihese patlents has conslstently 'dtlsfied the more 
,tnL\g~nt entena fQT long-tenn nonprogre~l\lOn2 pnor to recelv­
mg Jny Jntlretroviral drugs, We therefore cho~c te examine Ihe 
L TR \cqucncc denvcd from thc penphcral blood mononuclear 
cdb (PBMC~) of thl~ patJ¡~nt, Jnd to compare 11 wnh the L TR 
0\ HIV-l provlru,e~ dCflVCU from ~cvcrJl pa!!cnts wlth dlftcr-

GÓMEZ-ROMÁN ET AL. 

ent progres'>lOn pJttems and wtth hlgh and Jow CD4 ~ T ceH 
counts. We .liso exam.\fied the In VIVO temporal vanatlOn of!he 
HIV -1 L TR sequence from several patients as weJl as the In 

Vllro sequence vanallOn In cocultured cells and 10 ViruS grown 
In MT -2 cells In addltlOn, m order lo measure the In \-IrQ Im­
paet ofthe mutatlons found in the LTR, we moculated hu-PBL­
SCID mlce w1th Mexlcan I~o¡ates and detcnmned CD4" T cell 
depletiOn and HIV -1 antlgen productlon at 15 and 30 days 
postlnfectlOn. lnoculauon of rhree dlfferent patlcnt-denved lS0-
lates mto hu-PBL-SCm mice pennmed us to evatuate the ef­
feet of these dlfferent vlruses on CD4 ~ T cell depletlOn m ¡hlS 
model 

MATERIALS AND METHODS 

Study subjects 

Twelve HIV-I-rnfecred sUbJects were studled (Table 1). AH 
pa:len!s are males mfected tbrough the sexual route, Al! study 
subJects gave mfonned consent for Ihe study prior to samphng 
Four of rhero have more than 13 jears of mfectioD. four have 
mOfe Ihan 12 years, three more than 1 1 yean, and one has hdd 
6 years of mfectlOn. Time of infec!¡on IS conSldered as thelr 
first formally documented HIV-I-poslttve anübody test. MO'it 
of the patlents were sampled every 4 ITlonths startíng between 
1995 and 1997. VIf¡llload (Hybnd Capture n a~"ay. DIgene. 
BeltsvIlIe. MD), CD4+ T cells counts (FACScount: Beclon 
DI':kinson, SJn Jose, CA), plasma antlg,en (HIVAG-l mono­
clonal ilntlbody tO human immunodeficlency ViruS type l. Ab­
boa Dlagnostlc~. Nonh Chlcago. IL), <lnd V!nJS IsolatlOn by co­
cullUre were perrormed cach time, ViruS l~olatIOn \va,~ 

performcd accordmg to gUldehne~ from the DlvISIon of AlDS 
(DAIDS) Vlfology Manuallor H/V LaborafOnn I~ Bnetly, 
2 X 106 pallent PBMes wcre mixed wllh 8-10 X 106 phYl0' 
hemagglutmm (PHA)-preactlvated PBMC'i from tWO (1 1) 
HIV-I. hepatJtl~ B Vlru~ (HBV)-negativc donor'i. Culture:. were 

T,\I,LE 1 CH\RACT\oRl:rncs OF HIV,¡ lNFECTED P,\1'\EN!\ IN j}]¡' MF'\l(,O CITY COHORT 

Dllra¡¡Ofl of YI'(lr,lof 
/IIfectwrt ARV CDC 

Palll'llf IH.:(/rl) {rearment .llage~ 

P4 ~13 2 e 
PID ~13 5 A 
Pl] '.:"13 4 e 
PI4 ";:1:' " A 
PS ~12 , A pn :::12 B 
PI9 :0.:12 , A 
P22 ~12 2 e 
P2 0.:11 4 A 
P23 c-l! A 
P21 -..:11 2 e 
PIS '::ri \ 

\/lbrt'\'llItIIJII' ,\RV, ;\l1t1rCtll)~lI,lI, 
'\, :h~mptorll,lIl~, I:l ')Il1P!ollulic. (' \IDo.; 
I':';urnt",r ,'1 'lIc'cl""lul \Iru~ 1,()I"UI\)i1~ pCI 1l111ll0<.'r ,.1 _\1IClllpl, 

'L¡lg R,'\ ,\ ~,lpIC' pc: 1I1111¡j¡lcl ,,1 1'1,<\111,1 

CDr Ttdl HIV,¡ 
((¡¡m! l\'{){al/Oll Pl(ll'ma 

(No/mm,i¡ (PBMOI~ I'iHl,lloarl' 

107-212 5/7 3.1-53 
555-779 7/8 :;:;27-4 ... 
169-311 In :-=:2,7-17 
462-1151 8J9 2.9-4.6 
375-799 4/6 3.8-5 1 
430-884 0/5 :$2 7~3o..'í 
412-554 OIS 527-4 o 
IOS-1S0 0/4- 36-47 
5J3-ROI 3/S 3 5,-t J 
227-635 lIS 40-5 tJ 

S6--191 5/5 'i 1-6 () 
527-IO.t5 015 "()~' t\ 
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kept m RPMI 1640 ~upplemented wuh 10% heat-mactIvated 
fetal calf ~erum ¡FCS), 1 % antlblOtlC-Jntlmycotlc ~olutIon, and 
recomblTIJnt lL-2 (r1L-2, 20 U/m]) (all from GlBCQ, Grand h­
land, !'JY) Fresh donar celb were Jdded every 10 days Cul­
tures v.ere monltored by supernatant HIV-l antlgen detenm­
natlOn every week for at least 4 v.eeks. Two consecutlve 
posltlve antlgen determlOatlOns (>50 pg) were eon~ldered a~ 
~ucce~sful I~ola(¡on, 

LTR sequences 

DNA was extracted d!rect!y from uncultured PBMCs Ap­
proxlmately 1 /J-g was used as template m a nested polymerase 
cham reaetIon (peR) morder to amphfy a 50S-base palr frag­
ment (from posmon -380 to + 125, HXB2 sequence) of the 
provlral L TR Thls tragment o\erlaps wlth the 3' end of the nef 
gene and I~ mcluslve of the U3, R, and US reglons ofthe LTR 
LTRI (S'-CAC AeA AOGCTACTIeCCTOA-3') and LTR2 
(S'-OAT CTC TAO TIA CCA GAG TCA-3') v.ere used as 
outer pnmers as descnbed previously 19 To merease the ,ensl­
lIVlty ofthe peR, we deslgned LTR3 (S' -cce TOA TIA GCA 
GAA eTA CAC-3') and LTR4 (S' -GTC ACA CAA CAG ACO 
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GGe ACA C-3') a~ mner pnmers A low-error Taq polymera~e 
(Aecuzyme, BIohne. U K.) was used m both PCR rounds to 

mmlmlze the mtroductlon of mutalJOns. In mo~t ca~es, the L IR 
ampllcons were subcloned lOto Smal-dlgested pue 18 Severa! 
clones from the same pallent were sequenced In sorne cases 
the seconó round of peR was dlfect!y run wlth fluorescent 
d!deoxynucleotldes (ASI Blg dye termmator mlX, PerklO­
Elmer, Norwalk, CT) morder to sequenee the total PCR prod­
UC! Sequencmg of reeombmant plasmlds wa~ condueted wlth 
umversal forward and reverse pnmers, usmg a 373A Applred 
BlO~ystems (Foster elty, CA) automJted sequencer 

Sequence analysls 

Sequences were vlsuahzed m electropherograms (Chromas, 
verSiOn 1 43) and entered mto the Genetles Computer Oroup 
(OCG. Madlson, WI) sequence management programs (cour­
te~y of the "alpha" server at the Instituto de F!s!ologla Celular, 
l;mversldad NaCIonal Autónoma de MéXICO) lIsmg ehopup, 
Reformat, and Seqed, Gelassemble was used tO merge the sense 
and antlsense sequences Multlple sequence ahgnment files 
wcre generated usmg LmeUp and PlleUp Pretty wa~ used 10 
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NFAT-l(l) NFAT-l(2) 
ACCAGT~CI\GCC~CI\GAACTTI\GAAG.'<A=AACI\AAc;G.'.Q\~AACACCA=TGnACA.CCCTGTGAGCCTGCATGGAATGGATGACeeGGAGACACAACT";. • _ • 'l? -------t---------g--- ---g ----tc------------,,-t--------------"-a-----___ --g-____ g ___________________ _ 
------g--t----- ---g-----,,-g-----eg------------a-t--------_ -----a-----------------------,,---
------g--t---------g-----a-g-----cg------------a-t--------------,,------~--------- -------------d---------
---------t --------g-------9-----tc------------a- ~ -_______ -----"-a-----------g-----q-----a-------
---------t---------g-------g-----tc------------a-t--------------a-a--- -------g ----g -------------------
---------t---------g-------g-----tg------------a----c-----------a-a---- ------g ----g ----a--------------
---------t-----t---g-------9-----tg------------a-é--c-----------a------a------g-------------
---------t-----c---g-------g-----tg------------a-c--o------- ---a------d------g----------------a--------
---------t-----t---g-------g-----tg------------~----c--__ ------d------a------~------------------------
---------t-----t-g-g-------g-----tg------------a-t--c-----------,,------~------g-

~~~~~~~~~~~l ... ~~~~~!~~~~~~~~~~~~;~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 
g-------ct-----t---a----- g-t--ctg------------a----------------.. ------~------g-----------a----a-------c­
------------- -----g-------g-----tg------------a------------t---a------a------g-----------"----~---

-------g-------g-----tg------------a------------é---~------a------g-----------.----a 

-------------------~-------g-----tg------------a----------------a------a------g-----------a----a-------~-

---------g-------g-----cg--- --d----------------a------a------g-----------"----~---

g--------t-----c---a-------g-t--ctg--------g---a--ta-----9------a-a - a --a ------g------::------------g--------t-----t---a-------g-t--ctg ________ g ___ a __ ta __ ---g------a-a-a--a------9------ -------c-
ACCA=GI\TCC~GI\GAA=W;AAGA=AATGAAGGI\GAGAA=A=TGTTI\CA=~Ar=CAGCAT=A7GGArGACCCGGAGAGAGAAG:G~T 

USF-l RBF-I RBF-2 MFNLP , * ~---,-----, 
I\GAGT=CG':'TT~AeI\GCC=TI\OCI\1":'l'CA~AT (iAGAOC~ I\CTI\C M C=GA! _ _ _ leA 

AG7:CTGGIIA(:TTTGi"CA==~AOCI\T:'TCA, A GACAOCTOCI! ACT,\C~ MC CTGCTGA, , """" le" 

Ets-l 

, , 
LEF-Il __ · RBr-2 

duphcatlOn 

FIG_ 2_ LTR nuclcotld<.! ~<.!qu..:nc,,:~ .. ¡hgn..:d '-"llh rcf<.!rcnce lO HXB2 Th..: '..:quence~ J.re IJ.bc1cd by p,uicnt numb..:r, follo'-"ct1 by 
lh..: ~cqllentlal \alllph:: numb..:r for tha! patlcnt (Flg. ! l. Jno by clone number Clone~ wcrc oblJ.1ncd IrOI11 PBMC-.. unphfied Ilet/L TR 
product cloned mto pIJC18, The con~en\u~ lar 1'I1cXlc .. m LTR\ ¡MEXLTRl 1\ [¡~Icd at the bot!olTI A da~h lndicate\ ldent!t) '\Ilh 
lhe HXB2 rcferencc ~equence A do! mdlcate\ a gJp mtroduced to preserve the allgnment TrJn~cnptl()n IJctor-hmdmg \IIC~ Jnd 
TAR ekmcnts are hghtly boxcd_ The PI1 lB-bp dch::tlon l~ bo:-.ed 111 boldf.lce (Al Sequence nuckollde~ from - 295 to - 1 21. 
(8) Sequ<.!nc..: nuclco¡¡de~ írom -120 lo ~80 

generalc tllc cOIl~cn\u\ \equcncc' Th..: \..:conJal y ,lnlClure of 
TAR RN,\ \V.ló prcdtctco by rurlllll1g lhe SLjluggk, optlon nI 
mlnld ,mo p!otlolo progr,um m GCG. 

!lIm u/af/ol! (ir J/U-PBL·se!!) II/{('(, 

lkl\ll e lh~' ~~l."lIld p,I\\.lg..:. \\, Iten \lll'crn,ll,111t clKultul e\ I rl111l 

pnll1,uy 1\{lI,ll~\ 1~,lchct! ,1Il ,lllll:;cll \.¡\\I~ "IL',IICI Ih:1I1 ~I)\l 

p);111I1, '7 " lO" 1I11ú'll',j l'B,\ll\ I\ae t¡,llhil'llcd to ,lI1 1-':::; eul· 
1!l1t" 11.1,k _<lIll,lIl11l1:' -; " 1(11, \! 1 __ ~ ~".[¡., 1']"1\ ¡\(:d b! t. 

QUJ.ltlcre, SJ.~kJ.tchcw,Ul l:nlvcr~lty. C,:nJ.uJ.). ';upcm,I(,IIlI\ 

\\ae hJrv'c\teu nn d..Jy 7, ckm tied. JfU.! eCl1l1lfugcd..J( ¡ 10,000 ;, 
¡; 101 2 hr Pdlctcd, lru~ CO!Tc.;pondlllg ll) 7 5 ng nI HIV-I ,lnll­

(!en W..J~ lIloeu!J.lcd l11t0 c.\Ch hu-PBL-SClD nlO\I~C 

T,-"entY-'lx 4-wed,-()lJ Icm..J!c Sel!) mlc,: OOI,llI1CJ lwTI1 

T.I~'Otl\C (Gcrm,1Il10'-"1l. NYl \\crc ,olrpcJ und<.!f 'lelllo.: ~"llldi­
!WI!' to a bw~,llcly lncI:; 1Il(l\l~C I,K'llllY IIlI!1e Retrmlru, Rc­
~c'.lrdl Ulllllll ~k'l.l<:(l Cuy PR\1C, 110m hc.llthy_ Ep\lclll ,f:l.lIT 

1\IU' IEBV¡-ne!".I(\\": J(lIlOl~ \\,ere l'fCr,lfCd hy l"l~llll ,kn'll\ 
L'c'lIlfllu!:',¡(II'1l rlle'l1l! 11111\1011 cdI, Ih'fl' 11l1<c'k'd '[1!r.ljwll· 
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B 

. \9:~~P 
,o5'!Cc ~oe: 

P2 3?Bl-'~c o~",2 

n 3PB"Cc,o~"l 

'1 3?B'tC;;'o, .. l 
" 3?B':!ccl"n .. ¡ 
?< :)?B'ICc:,,~e4 

'.J :;?S)1cc.~oe3 
e,o) 3,~'!Cc,~ne' 

?J 3?aMCc.ooe5 
'.0 !?B'Icclor.e6 

:,?gMcc:~"el ,. 2"S'1C~c",ne2 , .. 2'S"ICc,ooe'. 
2°8..,c~1o"e5 

'.1 2?aHC~!~n~: 
o 1 ~ ,:?8'1Cclone2 
oH 2?8Mcc:o~e3 
oH :?BMCclone4 
',4 2"S)<CclQne& 
,1, ."S'lCc:"rél 
PIS .t'S;-OCclor,,4 
CJ.~S~NSUS'!¡;X:;:'N 

Sp-1(3) Sp-1(2) Sp-1(1) TATA Box 

-:CI\GC77:;C: I\CA.Or;G{,Ac~~Tcq;C':¡;G{;GACrT:Cq¡o. GGQ\G{;CGTGGC¡;TGGGC:;GGACtGG{;G;G1GGCt;~GC:;C7C %,; :c::c..."",,-A ~p,;..GC 
~t- t - -- ~,,- - - -- -- - - --- ---- - -~ -- ----- ---:- g--"?"-- - ----a,-----------! ' --- --- - -->- -- --- - -----g - --- - - ----­
ct--- --- <;,,- --- - -- -----~ --~ -- -------- ---,..--- ----..,..----- -- -~- f------- - - -,..------ - -- - -J -- - -- - -----
G t ____ - - ta --__ '- _____ ---~--- __________ , ___ ,.. __________________ .¡ __________ '- _________ - --_______ _ 

- --- - - - - L ----__ >- ______ ---__ ~ __ _______ ..... g------- __ -a.- ---------. - -- ----- --_ ------ -- - -g - - --~-- - - ---

e t -, --- - t -- ---->---- -- - -----,--- ------~g------- ---.. - -- -------- ---------------------9 - - --~ -- - - --­
- t -t -- - - t - - ---.--- - - - - -----~ -- - - -- - -- ..... g - --_ --- - ---a.- --- -------_ ---- -----~ ----- ------g - --- - - - - ----t------t ----..,..--- -------~ __________ ---_________ ,. ___________ ,, _______________ -----g----,. __ ---__ 
- t-- --- - t --- -- ___ ~-- ~-- -- ..,..--____ - ______ - -_ -- ______ >- - --- -- ----<t- __ - - - ---_ -- -- - -g -- - -'- --

-- --- - t --- --_______ - - ________ __ ____ _ __________ >- _____ ---g--a--- - - ---- -- --- - - - - --:¡ - --~ - - -. '<--

-- --- - t --- -- -- --- - - - -- -.------- - -- ----:-g- -a,- -- ------_ --- ---- --- ~a--- -- - ------- - - - - - - -g ---- -- ---<- -
- - - - ---. t --- - - - --- -- - - _____ - ---- ------,- --..,..---~--t.,...- --- --- --- .---------------- ----
- - -- --~ - t --- - - -- - - __ -- ___ :. _________ ..:.. ---,-______ , ,,;..---- - ----_ ~ ____ -- - - --:. ------ - _ - -g - - - -- --

- _____ t_ ------------..;..--'-----------'- ---------LiI,------------~_ --------'------ ------q ------ -----
--------t---------- -----'---.. ---- -___ ..,.. ------ -t ..... ---- - -- --- .------ - - - -~ ---- --- --q------------
- - - - - -- - t --- - - -- --- -----..,.. - -,.-- - --___ ..,.. --~____ --_____ - -- - -- ~ _______ - - -;.. --- - - -~ -- -g-- - -- - - -- ---

-- - t --- --__________ -'-- __ ¡.______ __..:.. g __ _i_ _______ ..:.. ---- _____ ~____ -- ______ - - g- - ----

-------- ~------,.----- ---'---~-----~ --+. ------------------------.;---- -----------------g -----------
----->---~-- --.-,..-- .. ----- ---..;.. --+-------------------;-- -------------------q ---'--------

- - -- - --- t--- -- ->- _________ -_¡. _________ ..;... ~_-:-_______ .... ____ -_____ " a ------ --- --- -- -- -- - -g - ---

~~~~~~~~;~~~~~~;;;~~~~~~~~;;;~~~~l~~;~~;~~~~;;~l;~~~~;;:;~~~;~ ~~~ ;~~;~~~: ~:::: 
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~!32L::-~ AGC7GC!~7!TGCCTG!I\C:::;Gm:::rCTCrGGT:AG;;CC;;GN:CTt;AGci:TGGG"<XTCTCTGGCTAAC~AGGGAJlCC:;;C':GCT1;v. C-1::C:C 'J.. 7;;", • , 

" l?3MCclc~e. - - --- -- ------------ - - -~ ---- ---- -------- - -,..-----~- - ---:..------ -- -g- - ---- -- ~----- --- - -- - - -- - - - - - --

" ¡?3¡.<Cc:on,,2 - --- -- - - -c-- -- ----- _ - -~ ------" __________ -,..-at_-_~~ __ --..,..- -------- - -- - ------ ----- - --- - -- - - -- - -- - --

" ¡P3MCclcne3 0, 3P~"Cdood 0, JP31'Cclooc3 

- ------ - -c---- - ---- _- -_ ------t --________ -__ a,. __ ..;.. ____ ..;..------ --_____ ------ ______ - - ----- -- - g- - - --

--- ----- --- ._----------------- -- ------->---+-- -- -;-.------ --- -~- ------~----- --- -- ---- -----
----------------------~---------------~----.. ---,----------------g-------------------------

" 3P3'1ccloo,,4 ------------------------------------------->---..... ----------------q------------~-------~ 
'. ~ )Paf'Cc.o"e¡ 

-- - - _ --- -c---______ -'-_ - _____________________ ,, ___ -:... ____ -'-_ ____ _ __ _ _ _ ___________ >- ____ _ 

P.8 3P6f'C".O"~' ---------c------------------------~ ________ a ___ ..... __ ~ ___ ----------------------~ ______ ._ 
¡?B""Cc_oc~5 

---------c---------___ :.. ____________________ a ___ --'- _____ ;..--------- __________ ~ _______ _ 
, ~ J '?S'KC.OC~b ------------------------------------a----:------>------c---------- -------------------. . 

'i'3:-'C~ O,~l -- -----------,..-+---------- -------,..-------------------------- ----q----- ------------
_n~cc,~r,," 

1-: ·l'el'.cc on~; ---- -- ------------~- -~ ------~-. -- -------,..------:----------------~- ----- -- ~------ -----,. ,nI'CC~O"CS 
-- - ___ ---____________ .. __________________ >- __ t_ __ --i- ___________________________________ -- ________ _ 

P:1 cn~Cc¡o~el ---------------_______ .. _. ____ ~-q----+---->--->----i------- -____________ q ___ ~ ___________________ _ 
P: ~ 'P3MCc!on~, 

:?~~cc:o"d 

__ ____________________ o. ______ ~-q------------ .. --_:_----- __________________ + _______________ _ 

-----------------.- ___ ~------,'.~---------,..--t---------_______________________________ _ 
P:. crg¡'\CC1OnM ---------~-------------------.,-?"---------- .... ------------------_.-------------------------------

.'FbMc~!on,," --------*--------------------)-q------------'---------------------------------~--- ---------------
• ?8MCC!cnd -------------·----------------------------t-'---------------------~-----"-----~---------------,., 1?3H<:::cl~n,·' 

cON E'ISlS¡'<'.~LTR 

-----------------___ ,.--'---- _______________ t __________ ,..--------~ __ ~-------~-------- --------------

,\(;C~GCTTT~7GCC7GT;;C'XGG!tCTc:'C~GGTT;;C;;CC;;GA.TCr¡¡ACO:::TGGGACCTCTCTGGCT MC': AC,CCAACCCr.,c":GCT7 AAC.'-'::7";"" T "r,A 

base base 

FIG. 2. Comhwed, 

tlln,,\dly Il1tO <.:Jch 1ll0U.,<! :'0 E,tJbll~hll1cnt of the hum,m cdh 
v..,I., e\l,kncetl by ¡he tlc!eCtlOn 01' humJI1 IgG~ In mlcc ~..:rJ 

Tv..() \.\¡ec" .. aftt:r r<.:ton,tltlJ!lon, on day O (Jf mfcctlon. four mlCe 
~~<.:re m(lck inoculatcd lOtrapcntoncalIy vmh RPMI 1640 
mcdllll11, lour ml':c wlIh ,1 hlghly cytopathic pnrn:lry ~e'\lcan 
1,~)l,ltC Il;lRH5L ,md t'roup, uf q\ ml<:c ~.I~h wlth p.ltl<.::nt-J..:­
n\cd H!V-I ... (r,lIn~ \lht:lIl1<.::d rmm tl1(.: PBJvlC/MT-~ l:ol:ul(Ur<.:~ 
,1' dc,cllbcd .Ibove 01 r!.¡\f of lhc I11I..:e m c.lch grollp wcre ',IC­
ntilcd 15 :md lO d,¡y' pO'(lll!ecll\)n HIY-I I!lIcLtl\l1l \\,1' con­
firme!.! by Vlru, l\()I,\lHln I!l COL'llltUIC' o! ,l\:lIv,lIed hUrll,Ulll\)r­

I1MI PID .. H', \\lIh mOll,e c'cl!, Icco\clcd b~ pcntollt:,¡] lJ\.\gt: 
,)1 I1Hlll'e ~pk~n ,x'l! ~u'pen'l(\n~ HIV _1 ,mugcn rrnductlOll 111 

,ullur<: 'Ur<:m,ll,lIlh ,Ii I .md:2 \\ccl .. , \\<':le dCletmlll~d ,\ PCR 

ll>lIl0: Sl\.·+31/SI\ .. ¡,~ t!'crl..IIl-I·lmcll rOl lil,' ~II~ ;!,'nc \\,1' pcr-
1')ll11cd In (.()(:lIllurcd ú'll·nlr,h.:tcd DN-\ 

ccll ~u,pen,I011\ o! 'plcen/pcntollcal c<!lb ."..en: prcp:lfcd m 
pho:.ph.ltc-buffercd ~J!mc (PBS 2'1;' FeS, (),~q. ~odlllm ,1l1dd 

,md ,mmed with rccombmJnt ph)'~IXrythrll1 (RPEl-cOllJugJted 
antl-human CD4 monoclondl Jntlbody ICJltag LdbllrJtorie,', 
SOUlh Sdll FrJnCI'CO, CA) ApproXlmatdy 5 >< 104 ..:clb werc 
ev.\IUaICd .. lflcr g:,ltmg 1}lllphocyle, by forw,\rd .,nd "d<.:: I¡ghl 

"':..It!enng 
YllU~ LTR from eocultured PBMC/MT-~ cclI" ,1' wdl ,h 

¡h~ 'dru,e, r\!\!()vcred trom ¡hc mIC\!, WCI<! ,\mpj¡j¡ed .¡iltl 1M..: 

PCR pr()Uu(.;h wcr\! dlrcctly ,equcnced :1' mdlcJted 

SWfisfica/ (//111/\'\/1' 

O..¡l..l tlcllH'J tmm ll\~ hu-PBL·SC'ID Il11CL \'<.Ie pl<\~C"Cc! 

wllh the SPSS 't.lll,tIC,tI p,ld ... l~!e IIc!c,¡'c.'i (1, SPSS, CllIe\I;!<l, 
IL) Rc,ult' \\L'rc npr~'"cd ,lo., lhc mC,11) • :..0 Dllkl<.'nc<.:' h,'· 
Iwccn thc t'lntr,11 ,lIld C\IKlIll1CTH,¡] :~I\)Ur' \\crc ,,\.¡]u,ltcd h\ 

,lrJlI~ me' th..: StuJcnl I ¡<.:~t 

11ll' pt'I,CI1I,I~l' ,,1 ('IH lml11,m r cdh In II1IC<': \\.1, mC.l­
'11Inl h\ 11,,\\ ,~h'Tl1c'lr~ 11, \C<...,1]1 Ikd"nlJ.C'I..I!l,onl B!lc'!lv 
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RES¡;LTS 

MeX1CO Cay Ca/wn 

A Mexlco Clty cohart of HIV-l-mfected people "'as estab­
hshed In ¡ 995 wlth ¡he obJeclI\·e of sludyrng progresslon fae­
tor~ m Qur populatlOn and pO~~lbly detecttng long-tenn non­
progre~sor mdlvldudls. Table 1 shows data from 12 patIent1>, I1 
wlth more ¡han 11 years of infeclron and 1 w¡lh at leas! 6 years 

of mfectlOn Vlru~ IsolatlOn attempts were successful m half ¡he 
'iamples. Tv,o pat1ent groups were dl'itmgUl'ihed: ¡hose from 
whom ViruS was rarely recovered-2 pO'iltIve samples ayer 26 
attempts (patlents 11,15,17, 19,22. and 23), and ¡hose wlth a 
hlgh rute of ¡solatlOn-32 POSlt¡ve cultures ayer -/.7 attempts 
(patlents 4, 10, 14.8,2. and 21). Successful ViruS lsolatton was 
no! rclated to elther lower CD4'" T cel! coums, or 10 hlgher 
plasma viral load. Antlrelrovlral treatment was not related, since 
patlents recelvmg hlghly active antlretrovlral therapy (HAART) 
at the time of VlruS 150latlOn ",ere found in both 150latlOn grOups. 

If 10ng-term nonprogressors (LT~Ps) are defined as chnJ­
c<illy healthy mdivlduals (CDC stage A) ",ho bave mamtamed 
normal and stable CD4 - T cell counts (>450 cells/mm3) after 
at least 10 years of HIV -1 mfeclion 'Wlthout dntlretrovlrallreat­
ment,! then P14 is the only patlent who satlsfies ,hese LINP 
entena, because he has had more Ihan 11 years of asympto­
mallC HIV -1 IOfectlon pnor to receiv1ng ~ny Ilnt¡re1f0v!ral dt1lg~ 
(Table 1). All other cohon memberS wah ~Iable CD4 - T cell 
counb (P2, PIO. PIS. and P17) staned antlretrovlral treatment 
poor to thelr tenth )eJ.r of HIV -1 mfectlOn. To date. despllc re­
cent fluctuatlOn lO hls vlrdl load. P14 rem,uns fully .hymp!O­
matlc. Although hl' CD4 + T cdl count once dropped to 462 
cdIMmm'. tha! ~..lIue i~ ,llll wahm the normal values for CD4~ 

A 

GÓMEZ-ROMÁN ET AL. 

T cell counts In the healthy HIV-l-negauve Mexlcan maje pop­
ulatlOn (n =: 130: mean CD4 + T cel! caun!. 796/mm3 . range al 

90% confidence mterval. 421-1140/rum3. O Dlaz. unpubh~hed 
da:a_ 1999). Virus has been repeatedly IsoIated from the PBMCs 

ofthlS palIen! by conventlOnallsolallon pracedures. and on ~ev­

er"j OCCilSJOns \.l/e have observed syncrtwm fonnatron ID less 
th<.n 10 days af pnmary culture. Thl~ sync)'tiUm-mducmg phe­
na:ype (SI) IS presened even after two subsequent passages m 
PBMCs J.s welJ as m MT-2 cells. and the \-lruS IS able to repl!­
cate. at least translently. 10 se\-eral celllmes. mcIudmg SupTI, 
CemX. and U937 Although the presence of sr Isolates was Int­
tially assoclated with dlsease progresslon_22 our observaBan 
agrees wlth prevlOus repons of SI Vlru;,e~ found m L TI\P~ s 

LTR region 

DNA was extracted from PBMCs denved from all the pa­
tlents mcluded m Table l. and the reglOn spannmg the LTR 
was amphfied by nested PCR. The neflLTR amphcons were \ 1-

suahzed by ethldlUm bromtde stamlng after agarose gel elec­
trophoresls. AlJ pallen! samples ylelded an expected PCR prod­
uct of approxlmateiy SOS base pairs Similar to tha! of the 
pNL4-3 contrOL mdicatmg that no gro;,s lleflL TR de1etlOnS were 
present in the populatlOn under study In addltIon. no lfl­

trasample length vanatIons were observed In any oflhe paUents 
under ~tudy 

To exarnme the genetlc features of lhe LTR regiOn, ampIJ­
cons from the 6 patlems mcluded m FIg 1 were c10ned and a 
total of 21 fulI-lcngth LTR sequence;, WdS obtamed. P2. PID. 
Pl.t. and Pl5 had hlgh CD4- T ceH caun!"_ whereas p..t and 
PII were pauents progreS~Ing lo AID$ Cloned ~ample;, were 
colIected between March .md July 1996. when patlenb P4 .md 

NL~-3 

2 J 
<.J 
10 3 
21-

QNYT PG I?GVR y I?~ T O'GWCY ,,¡, VPVE PDKVE E:ANKGEN':' SLLH PVSLJ-IGMDDP EREVLEWR FDS ,,~AF tlHVAREL~. P E:Y ,l0JC ~ 
--------P---------f~----!)-E---K--S---NC----M-Q-------K---V-K---N---R----------,--~ 

--------I-----L---------D-E------Q---NC----I-----E-------V-K-------R----------Y-D-~ 

--------T---------W-----D--------s---~C----M-Q-------K---Q-K-------------K----Y"D-~ 

--------I---------f------- ...... -E---N-----M-----E-------Q-----H--I--M--------y---~ 
: 4 7 

<':5. 
--------I---------f-----,"\---I--VTS---N-----M-Q-------K---v-----------K----------D-~ 

--------1---------?-----D---!--VTS--::)NI----H1Q----y------------------M---K----Y---~ 

8 
?NL~-3LTR 
PI) lp'<)'!c-prR 
~ll ~r"'Mc-pCR 

PI: .'PBMCclcm,·5 
Pl_ lP8MC-?CR 
rl, 5PSMC-PCR 
Pl¡ 5c()c\J-~CR 

NFAT-1 (1) 

AOO~';~OT"'~~:"=UJr~;~~h'~~;'O,,AC,,',,,,:A~cF:~':~T~c~~~:~A~c 
t 

-:% 

FIG .• t (,\) P.1I11.1! NL'I .nl1I!lO ,ICUJ <'CljUcncc<, 01 ,,'( p.lllt!tlh from Ihe MCX1CO ClIy Cohort .• lhgn<.:J In rd.ll1011~hlp tll pNLA '. 
Idm;h l' ll~¡<.:d al th<.' 10p Tlle ~\.'qtICllt:e, .\fe l:lht!lcd hy [l.ment nUlllher !nll()w<.'d by the '~4U~IlII:iI ~,llll[lk l1umbt:r A d.I~1l lllJI' 
l"ltt:~ l,knl1¡~ to th~ It:kren,'e '<.'ljllCl]le A dll! ll1dll.ltC~.1 ¡!.lp Illtroduced !O plt:~ef\e lhe .\h¡;llll1ent. IlIPAC ~I.IIlJ.lIdI/Cd coc!t:, 
for.wl1I!o.ICa], H~'r~' u,.:d m ¡h" .11¡~nm~r1r d{¡ LTR lI11dt:l)(U.k ''-"'-lu,-"nl,-"~ d~n\~d Illlm '<.'llll~IH1,¡/ 'ampk~ (.I"~n truTll Pll S<.'­
<j\ll'Ilcc'\ .11<' .ill~'ll~d \\Ilh l<,kIClh.C lO p:-':I.I .1. \\hkh I~ li'I~J .It lht: ¡<ll' PB:"'lC-PCR \I1JIC.HC~.1 ~t:ljLl~nct: tlllt.uned c!1It:~'II) ¡¡,ll\\ 
llK' f'CR produd 1'11\.lC ..:1(1)\c ~ Il1dl, llC, 11'.11 Ilw ,cqucll~e \\.1' ol·¡.lIl1cJ tn'nl ,11'CR ]1n\dud ..:I(\iled 1D1,' rl·C1S. coc"u'I'CR 
IlldlC.lll·' !h.l111w '<<!lll'lke \\.l' <,I'1.II,lcd in,m Ihe ,(l~ullur~'d ~~Ih ,'1 lhal ,.un[lle The !{udll rc'tr!<':!\(\!1 ,ue I~ I',,\~d 
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A 
MAT-I(l) 

+ + + + 28 bp 67bp 117 bp 101 bp 192 bp 

pNL4-3 

+ + P11 2PBMCclones1-5 

28 bp 1 66bp 293 bp 

B 
.vI e 2 3 4 5 6 7 

~SOSpb 

_293pb 

~ 192pb 
166 pb 

~ 117pb 

FIG. -l. {A) E\p~ctcd HadlI n:~tnc.lton pJ.U..;rm fOf pNL-1--:; .,lnd fur PII :: c1onc~ 1-5. J.,,;coldlll); 10 ¡11e ,..;qllencc, oOt.uncd IUf 
til..: .'i1l5-Op ¡¡{'II1. TR J.mpllficd frJ.gment J~ ,h()\~n In Flg 2:\ {B) H(II'I!1 r..;~tnetl0n pdtteln' ot lhe 505-bp tr.\gmcnt ¡-.'80 10 
- J:25 01 Ihe HXB2 \equcnceJ (lhlJ.llled ,1\ .1 PCR proúlKl wllh prima, L TR:; and L TR-1- J.nd eh:etrophnle,cd 011 .1 :::r; J.g.lIo\e 
:;cI :VI. Mol<.!..:ul.lr Vvclghl IllJ.rf..er. C. p;-'¡L4-:'\ dlge'llon product'-, 1,1n<:' I (O 7. úlg<:,¡ion prouucl' nI ,equ..:ntlJI ':.tmpk, up t(l ':;' 

'Il<'l1th, nI tollo\\ -lIP ot PI 1 :¡, lllU1C..ItCU In rlg 1 DIg<:,llon product\ 110m th..; IIcf/L TR SOS-bp frJglllent ohll.lf1ed twrn 'Jrnpk, 
1 throllgh -+ .ll1d trO!l1 '..11111'1..;, () .lnd i ,bow .l p.m..;m lhal corrc,pond, 10 ¡he I()" nI .1 r..;,tneIIOIl \lle .H PO'ltHll1 -6X ISp-ll' 1 
'llej .• \' \~cll a\ tb..; re,tnctinn \lle .11 tb..; i'\fAT-l(ll ,He. \1 11ere Ihe 18-bp dektlOn \\'.1' \lo,ened LII1<: 5 ,]l\1\1' 111<: Ic',mClH'1l 
p.I!tCITl 01 [>11 5, ""hich l' ~1I1ll1.\r ID lh.l! oh~Cf\..;d tor p:-'L4,:; and ~orrc,p(ll1d~ 10 lhe Ohl.lll1eJ Illldcolldc ,cqlleIlC<.; (11 th.ll '.lIn­
pk .• 1' C.lI1 hc OlhU\CJ lI1 PI:;, 6 S:II11pl<.! 51., ¡hc un!)' "lmplc imm PII tmm \\h/ch \/111' \\,/, lt"OICrcJ b: <.'()~'¡llrlUC Ih;; 11 

1'[411.1.1 1H1I 't.\r!ed ,Intlr<.'lrov¡r,ll tre.ll111el1l FI[!\lrl: ~ ,hOII" a 

Il\ulupk 'l:ljUl:11CC ,lhgnmcllt proltlc 01 111<.: LTR '<':l]lICnCe, d..;­
fI\cd [1(1111 lhc,e p..ltl<:lll~ 

,\, <.'\P<.::ctcJ. tll~ \1..;<::1".\11 LTR ~'(\Ilwn\u, '..;qucncc \\..1' 

do,c,l 1,1 lhe L\)\ ,\I.mm, N,IlIOIl.11 Llhor,llory n.:\. \'1.) eon­

'CI1~1I' B \Cqll~IK'C e' fhl' Ilndlllg, logctlwr 1~llh rIL'\I\\\I" 

,111'<.:[\,11101'1' uf v) '<.:yll<':Il<':<:, dCII\~d j'¡om mll<:1 'vkXIL.J1l ¡la-

1I~11l\.~~" :1' I\ell .\~ lhc 1~,1I1t, oht,ullcU lhrough '11\ hCl~l()­
duplc\ mohillly .1~'.ly {HM,\¡ g:~l\(>l)plng::" lu-tt.tllot ,110\\11), 

pWIld..; g~I1CtlC Clldcl1~'c Ih,tl I-IIV-I 'Uhl:PC B ~'II~'lIl.ltC' 111 
,\k\I<':O Mmc <':,\tClhl\'\! moleelll,\r cpldelllllllogy ,llldll:~ 11'111 

h~ nccdcJ lO dcnh1n'tr.lk' \~hcthcl Ihl' l' rllL' onl) ,tlblvpc ell­
~'tll.lllllg 111 llw l"ltlllll~ 

')HltlCII~c 11lI~Ic"lIJ<:, ::'J'1 lo -121 Ibg :,\1 ,!l,IIL'.I11 

S-i "7-i' ( ,11 IdL'1l1\1: In .¡jl '] R" Ilh"I<:.I' Illlc:k'(llld~', ·120 lo 
Sil d\: ~BI .1)(' 1)7 (l~' Hlcnll,,¡j I lil' '~Ic·.lltl \ .111,1\11111, 111 

llit' \;,'I'I'Lldln~' ~,'lj(I,'IK'<:~ 0\<'11.'111'11):' Ihe I IR 1\ ,()ll,l'tc'l1l 

"Ilh "\"1,,] pln I<'ll' "'P"ll, 111,11 '1I·~·~,·,1 lll'¡ 111' :--"',·I·,,,dlll~' 

,H1d 1\(>11\ ('dlll'~ ,,',:IIl'I1, l" ,'1 11", 1 1 R h,l\ ,. e \ ,,1- L'.] Ill<kl'l'I1-

,L',I1I\ ,1\ l\\" \"k,"Ij'l.:d IL',I 

NfAT-i dele/11m 1/1 Pi! 

Tb.:. L TR, from mO~1 01 tllC p.w..;nb ne.\r ,1 [lCI 1~(tI: COTl­
,cf\eo put.111\'\,! hmdm,>;. '"e j(ll th..; l1uc:k,lr 1.lc:(,11 LJI .1C:!I\dlC:U 

T ~'l:II, ('JFAT_I l. ":\C~rt I'lr lhe ¡"our cl(lnc~ 'L'qu~'IK'cd II\llll 

PII .1 P,ltI<:nl \~Ilh ,\ hl\\ CD-\.· r cdl CI>Ulll .md.\ ":"Il'I,\cll\l:-

1(l1~ \11,\1 hMd Thc lS-bp ddC:lIon I'OllllJ inlhl' p.llICTl\·~ LTR 

(oo,\l.:d In FI),! ~¡\I h,l' mn hcen Icpollcd PIC\lllll\I\o .lIld l' pl~­
dlc:tc:d 1,1 lrlll1C.ltc: ,1\ .11ll1lh).\Cllh 111 Ir.lln..; ¡'IL'm \';elIFIg .1,\1 

'lIclL'oudc 'CljUCIlCC .\llJ.lY'I' (,Ilhl' palicn! ,L fR lhl!lU:;h IIIllC 

IFIg: .,13) mdl<.:J1C' th,ll Ihl' IX·j-,r :\I- .. \T-I dclctl<lll [1lcd')I11I" 
11.1te~ III PIO\II,li 'l:'luenc..;, .It 'cler,lI tUllC P'lIl1h hUI \1,1' IlLll 

prc,c:nt 1!1 ,mc ,.llllplc .\ lC:'lfl~ll\>n 1'1.\g:Ill~Il¡ Ic:nglh p"I:-mnr­

phl'IIlIRFLPl,l""\ U'IIIg }f,l<lll", lhc d\;:C'\III:-' <:I\!\II!C' <>11 
Ih<: :'in'i.bp .1I11pllll~d 11.I.CIllC¡\1 IFI;: -1'\\ !,c'llIlllt,'d 11' 1<' .11" 
ll\1,,1I1,llI1~1\\~CI1 \llld-l:pt .Ind lklclc'd ,.11Ilplc, \, '[¡L'I\'I:n 

11;: Hl 111<' Ic\.hp dc'l,'III\il \\,I~ [llt\C1I1 In 1"111 ~ÚIuc·nll.11 ',1111 
pie, 111(\111 ¡'c'hIIJoU\ I<hlt, 11' ~LlI,¡' 1'1\11 1 I'UI 111 ¡kel'IlI!>,'1 ,)~ 

L l' I I ~ 1, "lwll \ 11 \1, 1,,,1.\11' '11 ",I~ '"'' l''') 111 lile ,,:1,1 1\ 1",·1, le 
\1111' 1\,1' 1'I,d,'nllll,"II I,\l': ',IIll['k, 1").,,,;[\ 1" )'1<)'" ,h,',1 lile 
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deleted ViruS as prevalent. Nane of the seven samples wlth 

deleted NFAT-l slteS were culture positive. 

LTR-binding Slte rariabzlity ¡rom nudeotldes 
-200 lO -120 

Patient 10 (four of four clones) and P2 (two of three clones) 
had a perfectly conserved upstream Sllmulatory factor (USF-l) 
slte pahndrome 5' -CACGTG-3' (Flg 2A), whlch has been ¡m­
plicated in downregulauon of viral transcnptlOn 30 The non­
conservcd USF-I slte identlfiedm Pl4 (five offive clones) and 
In one clone from P2, has been reporte<! elther In the LANL 
database23 or m a larger !ong¡tuónal analysls ofL TR sequences 
denved from 42 HIV -l-infected patients 29 The erythroblas­
toma 26 (Ets-I) moofcore, 5'-GGA-3' (nucleot:J.des -144 to 
-146 on the negatlVe strand). was 90% conserved, wlth che 
only vanant being 5'-000-3', WhlCh has been ooserved pre­
viOllSly as well The hlgh-affimty binding slte for the Iymphotd 
enhancer-bmdmg factor (LEF-I), ofien called the T -cell factor­
la-b1Oding site (TCF-la), S'-CTNTG-3' (nucleotides - 130 to 
-134 on the negative strand), was 80% conserved in P14 and 
only 19% conserved m aH LTR vanants, although all vanaUons, 
again, have been reported elsewhere. The bindmg sites for the 
Ras-responsive bindmg factoro RBF-l. 5'-ATCCG-3' (nu­
c!eoudes -147 to -143). and RBF-2, S'-ACYGCTGA-3' (nu­
c1eúud..:" - 121 to -129), imph(attd lf, L TR transc.npnonal re­
sponsiveness lo protem-tyrosme kmases and v_Ras,31.32 were 
found to be nearly perfec!ly conserved, 

The HIV-l most frequen! naturally occumng length poly­
morphlsm (MFNLP), wruch has afIen been tenned the TCF1-
a duplicatlOu slte, has been prevlously descnbed as a 15- tO 34-
bp-Iong msertlOU contaming a duphcated RBF-2 slte (Flg. 2A). 
The MFNLP has been previOusly faund in up 10 38% of HIV-
1 L TR sequences from patlents al aH stages of dlsease pro­
gre~slon in the VanCouver Lymphadcnopathy-AIDS study 29 

ThlS lS exactly me same freque.1cy at which we observed tite 

HXB2 P2 
loop~ 

bulge ----:. 

P 14 

P4 
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MFNLP m lhe clones that we ~equenced from MeXlcan patlents 
However, In thls case, the MFNLP was not found m elther of 
the two pallents with low CD4 + T ceIl counts (Fig. 2), 

Four of five LTR sequences denved frcm P14 bear the 
MFNLP; however, no! al1 four MFNLPs were identlcal (Flg. 
2A). This heterogeneity observed in the MFNLP from PI4 con­
trasts Wlth prevlOus observatiOns that mdlcate eaher the absence 
or presence bUI no intrapatlent vanabllity m the TCF-la: du­
phcation Sltes den ved from long-tenn nonprogressors.5 12 

LTR. sequences from nucleotides -120 to +80 

The NF-KB enhanCer sequences (Fig, 2B) were perfectly 
conserved m aH patients under study Aside from a single G---.,. 
A subsutuUon found rn the first SP-I-bllldmg slte of the P14 2-
PBMC--clone6 sequence, aH core promoter sequences den ved 
from this palient were perfectly conserved, compared Wltb tbe 
more frequent mutations observed in Sp-l sltes from P4, PIO. 
and Pll. The TATA box was also perfe:tly conserved m all 
cases. 

POlnt mutations along the TAR reguiatory sequence 

Ir 1$ we]l establlsbed !ha! me Tat protem bmds to che mpynm­
Idme bulge of the TAR RNA sequence and that, except for the 
central cytosine of the bulge, such as the ane observed in PI5. 
modifications to any one of me 10 base pairs centered on the 
bulge prevent the bmdmg ofTat.33 In thlS regard, we found an 
Important T _ A sUbstJtutlOn at posltion + 25 m the L TR se+ 
quences from P2 and PiO This substitutlon has been reported 
prevlOu~ly m HIV-1SFI6l3 and tu Ihe LTR sequences from a 
palient with Iow CD4 + T cel! counts.29 In the Jatter ca~e, lhe 
substitution did not affect Tat-medlated transcnption 1U the 
Jurkat-Tat cell ]¡ne lb rdevance In VIVO remams unknown 

The TAR reglOn of the LTRs derived from PI4 was we!l 
conserved, mmntainmg mw.ct bulgc and loop rcgiOns as well as 
me SIX pnnclpaJ base nudeotldes mvo(ved In ~upponing the 

P10 P11 P15 P14 

alternative secondary structure 

F'IG.5. SCl;ondary ~truclule 01 T·\R R\J.\ ror ¡he ~IX p.ltwnh (mm ¡hc Mnlco CI!y Cohorl, ,howm¡; ,1 prcdlcll'd ,ll!cm,lll"c 
qruc!urc j(lf PI.J Th<.'"'' ,!ructllr~, v .... .'re ont,uncd Ihwugh th~' SqUlg~k~ ,)pllOn ,11 Ihe mt'l)ld .lnd plol1old progr.un, I!l (',CC'. Th~ 
HXB2 ,tru<.:l.;rc l' gl\'cn .1' .1 n:lcr~lI<.:e. 
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NFAT-l(l) NFAT-l(2) 

·n~2L:R 

?:CnJ 1_2 

ACCAG-:~ GAG:;CAGAGilAG'::1 AGAAGAAGCCAACAAAGGAGAGAACACCAGC'r1GT-::ACACCC7GTGAGCC:GCATGGAATGGA-:CACCCGGAGi\C~GAAGTC-;: - • 'i 'i 

- - --- -- - - t - -- - t-- -g __ - --- -g- ---- tg ____ ------ -- ~ - t--c--- -- - --___ a ---- --a - ----g--
Pl O ¡",alise - - -.--- __ t---- - te- - g ___ --~-g_ ---- tg-________ - -- a _ t--c--- --- --___ ;¡ ---- -- a - -----g ---- -- -----a----" --- --- ---
Pl ,/ MT - 2 - - ----- -- t---- - t -- -g ___ --- -g- --- - tg ____ ------ --~ - ---c--- --- --___ a --- - ---- -----g --.-- - _.- -- -- ---~ - -. - -- - --
Pl _ / ""'use - ------ __ t---- - t-- -9'-- ----g- ____ tg ________ ----~----c----- --___ a. --- - -- -- - - ---g- -- - - - - --- - - -- --~ - - - - - - - --

P\. " !MT - 2 ------- ------------g~ -- --- -9- --- - tg--- ----- -- --~---- ---- -- ---___ il. -il.- - --a ------g ---- -- ----- a- ---~ -- -- - - -c-
P t .¡ /"fl"'~ se ---- --- _______ -----g~ ______ g ____ - tg ________ -- --a- ___ ---_ -_ - -----G-a-- --~- - ~---g---- -- ---- - a - ---,,- - - - - - -c-

CONSM~X ACCAGTTGATCCAGAGAAGG1AOAAOAGGCCAATGAAGGAGAGAACAACAGCT'::OTTACACCC::A TGAGCCAGCA TC-GGA TGGATGACCCGGAGAGAG; .... GTü:--: 

USF-l RBF-l RBF-2 MFNLP 
1<GAGTGGAGGTTTGACAGCCGCCT .... GCA1'TTC;:;;;:;GCCCGAGAGCTGC~C'GGilGTACTTCAA fACTGCT 
gc-----_ a-- - ------- - ____ --------- -- -- 9-- -------- -aa --- -------t--a --- - --~---

P t ~ l:nou se gc--- -- - a---------- -~ ___ -- --- ---- -- --g-- ---------aa ----------t --~-
? 11 /M'!'_ 2 gc------a-- -------------------c-------------------a-------------a ---- ---~ ---
~ll!m"~~e 
PH/M'!'-2 
PH/M"r-2 

CONSM~X 

HXB2:'TR 
P1Q/MT-2 

i>lQ/mouse 
~11!MT-2 

"1 :/'n"''''s« 
,H/M-::-2 

Pl~/~ouse 

CO~Si"EX 

HXS2LTR 

?lOIMT-2 
?10/mou~o 

~1 t/MT-2 
?ll!mou~o 

'14IMT-? 
:>ll/m"u~" 

CQ~SM~X 

dupho"llon 

NF-xB(2) NF-KB(1) Sp-1(3) Sp-1(2) Sp-1(1) TATA Box ----- B TCG .... GCTTGC::'ilCAAGG(;ACTTTCCGC:-GGGGACTTTCCilGGGAGGCGTGGCCTGGG(:GGGACTGGGGAGTGGCGAGCCC:C¡"G¡., :CCTGC : ~ 7 A C-C 
---- ____ t ----- -- _____________ - ___________________________ ~ ______ ~ ------ -- -- -----------g---- - --- --

~~~~~~:~¡~~::-~::~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~¡~:~~~~~:~~:~:::::~~~:~~:j~~:~~~::::-:-~:----~-¡--~- ~~~ •• : 
TC Q\GCT~ TC":ACAAGGGilC1: TTCCGCTGGGGACTTTCCAGGGAGGCGTGGCCTGGG(:GGGAC:'GGGGAGTGGCGAGCCCTCAG¡" 7GCTGC : A? A ce 

+1 
TAR 

bulge loop 

,~,~"m~"""I'''C'~'''~''II~ C""='AAc",,]no"-AA""GO"~ ----, ____ c __________ - ________________ - __ ----- --__________________ -- ------------------~ 

---- _____ c _________ - ________________ - __ ----- -- _____________ ~ ____ -- ------------------~ 

----~----~--------- - --------------~-~ - -- ----- ---------------~---- -- ---------+-----.---
-----------------~- - ----------------- -~ -- ----- ---------------~---- -- ------------------, 
----~-------------- - ------~~q-------~ - ----- -- -----------~-"_. -- ----~------_.-"----

;~;~;;;;;~~;;:;~;~- ~ -~~;~;~~~;~~;~~~~, --;~ ;;~- ~;~;~;~~;;~;;;~~~;- ;~ ;;~;;;~~;~;;;,~;~~ 
b~ b~ 

FIC.6. LTR nuc!eotide sequenct~ trom nuc!cotlde -295 to +80, ;:¡hgncd wlth reference to HXB2 The ~equence~ ure labdcd 
by pJtlcnt numbcr. {he fi¡:,t 'icqucncc for cach patlcnt COlTc\ponds 10 the proYJru~ prcsenl In cdJ~ of the coculturc oI' p.lIlcn! 
PBMC~ ,md MT-2 eclh Thc ~ccond ~cqucncc for cach palien! eOTTe'iponds to provJrus prc~ent lO ~pleen eells of mlCC moeuL.tted 
wlth ¡he corrtspondtng ~tralO, The eon~cn~u~ for Mcxlcan LTRs (CONSMEX) 1$ h~tcd at the bottom Regulatory ~ltc~ ..lrc mdl­
CJtcd. 

bent roO TAR RNA ~ccondJry \tructurc (nuc!cot¡dc~ + 1 to + 3 
and +57 lO +59) Howcvcr, Ihc G -. A .md T -> G ~ub~tltu~ 
tlon~ found al pO~ltIQn~ + 11 and + lJ (Flg. 2B) wcrc Jho ob~ 
~crYcd. These \Ub~tltutl0n~ havc becn reported prevlOu,ly In 

LTR ~equenCe., from \evcral l~oIJtc~ HIY- IC.'¡2IlRI)~~ H {Br:lztl¡, 
HlY-1c- ¡:H,2::~O (EthIOP!J), ,md HrV-l B.\\R~7 (Unlted St.llC\),"' 

By rUlllllng tllC Squlggle\ \)ptW!I ni (hc m!oloJ progr.u\llll oca. 
v,.c prCulctl'd Ih,1I thc\c two ,tlb\lltullon~ rc\ult<.:d 111 .ll! thc~<.: 

1",1JIC\, Jll {hc flJfl1lJIHln Olr lwn allern.lll\~ T,\R R:-,IA \ec­
olloJ,lry ~Iruo:tlll":\ (Flg ~). Bulh 'll lhe,<.: ,Iru":lur<.:~ prc,cr'\c Ihc 
hu1¡¿e .\noJ l'lOP n:pon,.l'ul <llll' oll1lL'nl ;'l'IlL'I:He,.1 'l'cond loop 
"ll1n"IIo)v.11 1111rl"O:II)<,C II! """ \llh'\Ufh Ilw ("rl11.111<\1) <11 ,\1(;1\ 
,11,lrc .lhcln.lll\:c ,CL<\1H.!.lry ,lltKlUlC l' 'llll-~ll'HI.lhk. ,1 l' Ih'le_ 

worthy th.tt.1n Idcntlcal ~ub~tllUI\On al pO\1l1on ~ ! 1 wa~ found 
by Zhang 1;'/ a/ In a nonfunctlOnal hypcrmutalcd LTR ,cqucncc 
uCflved from:.t North Amencan nonprogrc\\or.~ 

IllfeUIOIWII!H and puthogemcllv o} PiO, PI i. and Pi-/. 
m Jw-PBL-SCID miee 

PrevlOU:- \ludlC\ haw_ dCmlln\lr.ud ¡ha! ll10kcuJarly c!on<.:d. 
mf-:lllJI..lICU l\ol.ll~' of BIY-I Ull nO! pn.'ycnl CD4' T cel) J¡:­
plctIon In hll-PBI.-SCJD 1ll1ce.'1 !-cw ~tll\h<.:" h'lv.<.:\cr h.IVC 
,p<.:<.:!li<.::t!l} .ldoJre"<.:d wh<.:lher p:lltcnt-oJ<.:nwoJ H!V_l w/ll.TR 
1l1U!.H')I~ .m: 11l!c<.:ll(llJ\ "r pathof<.:nlc In lh<.: ,.l1ne llmu,c !1l')lkl 
Wllh 1\11' In 11111ld. \vc l¡:~¡coJ \\hcthcr \k\ICJn ¡Il\- I 1",I,tlc, 
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wlth known mutatlons in the LTR (Ftg 6) resulted In dlfferent 
CD4+ T ceH depletion patterns m hu-PBL-SCIO mee. We 
chose to test an ¡solate from P14, contammg the heterogeneous 
MFNLP at the end of nef and the two seemingly lmportant sub­
stitutions in the TAR region (+ llJ+ 13) of the LTR, an ¡solate 
frem PlO with a presumably Important T -.-.jo A substitution at 
the bulge posltion + 25, and the single ¡solate obtamed fram 
Pll 10 4 years of follow-up. 

We inc1uded five groups of ffilce. Each expenmental gruap 
conslsted of four or SlX mice, with ene hu-PBMC donor used 
in half of the mice 10 each group. On days 15 and 30 postm­
fechon three mice from each group were killed and the per­
centage of CD4+ human T cells froro the total spleenlpentoneal 
cells was detennmcd by flow cytometry (Tabie 2). On day 15 
postmfecuon. a sigmficant (p < 0.0l) decrease in the percent­
age of CD4 + T cells was observed in mlce moculated mm the 
pathogenic control strain UIRH5 and wlm ¡solates from Pl1 
and P14. In contras!:. ffilce moculated with an Isolate from PlO 
had CD4-'- T cell values si11lllar to those of the mock-infected 
11llce. At 30 days postinfection, all Isolates produced a signifi­
cant (p < 0.01) CD4+ T celI decrease Wlth respect to the mock 
control. 

Vrrus was recovered by coculture of PHA-activated human 
PBMCs with suspended mouse spleen eells and cells obtamed 
through pentonea1 washmg from all bU! one mouse inoculated 
Wlth ¡Solate from PI1, suggestmg that all three lsolates tested 
were fully mfectlous, at least m thlS model. Antlgen production 
in the cocultures was difierent among the lsolates tested. Cul­
tures derived from 11llce mfected with PI4 lsolate produced the 
least amount of antigen at 15 and 30 days posZ:lnfection Cul­
tures from PIO-infected miee produced an mtermediate amount 
of antigen. wlth the antlgen values at 15 days postinfection be­
ing slightly higher that those observed at 30 days. In the case 
of Pll, although no ViruS was recovered from one of the miee 
saerificed 15 days postlnfectlOn, the cultures derived from the 
other five mlce had the hlghest antigen production of the three 
¡solates tested. 

FmJ.lly, to detenrune whether the iTl VIVO mutatlons in the 
LTR from these patlents were pre~erved m the PBMCJMT-2 
cultures and in the hu-PBL-SCID mlce, we PCR amplified and 
direetly sequenced the LTRs from the MT-2 isolates, as wel! 
as from the sp!eenlperitonea1 cell cocultures (recovcrcd ViruS). 

GÓMEZ-ROMÁN ET AL. 

FIgure 6 shows that none of the Isolates tested suffered any 
modifications dunng coculture In MT-2 cells or afier In VIVO 

passage in the hu-PBL-SCID 11llce. 

DISCUSSION 

In tlllS study, we specifically addressed whether a MeX1can 
long-tenn nonprogressor (PI4) harbored dlstlnctlve TleflLTR 
variants m the context of several other cases of HIV -1 mfec­
tlon m Mexlco. Consistent with prevlous reports. we found no 
gross deleuons in the proviral LTR denved from P14 (Fig. 2). 
A more detailed analysis of the nefTL TR sequences obtamed 
from this patient revealed no slgruficant peculianues other than 
two subsUtuUons at positions + 11 and + 13, which were pre­
dlcted to result in an altemative fonn of T AR RNA secondary 
structure (Flg. 5). Whether the formation of such an aIternative 
structure really occurs In VIVO remains unknown. Smce severa! 
LTR sequences have been reported wlth both of these substl­
tutions, it would be worthwhtle to generate the + 11 and + 13 
mutations by site-dlrected mutagenesis of molecular clones of 
HIV ill order to examine merr posslble impact in viral tran­
scnpnon. In general, however, !he LTRs from P14 were 87 and 
97% ldentical (Nef-coding and noncodmg locI) to the sequences 
froro the rest of the patlents under study, suggestlng that the 
current well-bemg of P14 IS a result of host rather than viral 
factors Indeed, ofthe paUents involved in tlus study, PI4 IS me 
sole pauent heterozygous for the 32-bp CCR-5 delenon Impb­
eated m long-tenn SllrVlVal (data not shown). 

We found a novel delet:J.on m sequences denved from sev­
eral samples of PII, an AIDS patient Wlth a low CD4 - T cell 
count. a low Viral load, and who has had an eplsode of Pneu-
17/CIcyStlS carlnll pneumoma. The 18-bp de!etton ehmmates 
neariy half of the flISt NFAT-l-bmdmg .\te (Fig 2A) and is 
M!ven nucleot:J.des upstream of a similar. previously reported 18-
bp dcletion found in the L TR of a progressor enrolled m the 
Vancouver Lymphadenopathy Study.29 In that same cohort, 
~horter deJetlons (9 to 11 bp) along the first NFAT-I·bindmg 
Slte were Identlfied m two other patients progressmg to AlOS 
(stage IV), but not in any of the patlents at stages 1 J.nd 1I of 
HIV-I mfectiOn. SlIrularly. the B-subtype HIV-I molecular 
clones HAN {Gcnnany)3~ and P89.6 (United States),J6 both de-

TABLE 2. INFECTION OF hu-PBL-SCID MlCE WITH PATIENT-OERIVED HIV-l ISOLATES.l 

HlV-1 l~olatc 

PIO 
PII 
PI4 
Mock mfected 
UlRH5 

PerceTltage of CD4i' T 
humaTl cells!TI 

spleenlpentoTleaJ cavllyb 

21.3 ::t 2 I 
6.0 ::t 2 O 

15 O ::t 10 
21.5 :!:: 3.5 
40::t 1.0 

117 :!:: 35 
7.3 :!: 4.5 

14.0::!: 26 
24.5 ::!: 0.7 

4.5 :!:: 0.5 

Mlcl: from wfuch HIV 
was recovered" 

6/6 
5/6 
6/6 
0/4 
4/4 

'Perccntage 01' CD4+ hum.ln T ce1l\ fmm Ihe W!.l! of ~pIecnJpcntonea¡ cclh. recovered from HIV-l-moculaled llllC(': W.I\ 

d~'!cnmncJ hy l10w eytollletry. u:-m¡; anti-hum.m C04-RPE-eonl\lgal~d MAb 
hT1< .md T"l, J..Iy' 15 :ll1d:-O p(l~I!llI(:el!(m, re'pcctlvely 
':\lumber \)[ auee tmm \~hlch ¡¡IV.! W.I~ rccovered by co..:ullure over w!;11 numbcr 01 atk·mpl~. 
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nved from AIDS patlents, have been reported to present an 18-
bp deletion along the NFAT-l slte. wluch IS 3 base parrs up­
stream from the 18-bp deletion reponed here. Altogether, the 
L TR sequence data available from these four independent stud­
ies indicate that deletlons along the NFAT-I site can occur ID 
periphera1 b!ood VIruS of persons progressing to AIDS but not 
in LTNPs. 

As shown in Hg. 4, we observed temporal vanation at the 
NFAT-I slte in VZVO. We do not know whether tltis varianon is 
a result of the weIl-known genetic and temporal instability of 
the LTR,3.4.12.37 or whether Pll was origmally infected Wtth 

two distmct populations of HIV-I variants that predonunated 
at dIfferent time points. TIte restoratlon of an mtact NFAT-l 
site comcided with the single successful event of vuus Isola­
tion, suggesting Úlat Úle lB-bp delenon reported here impedes 
ViruS replicanon In PBMCs via an unknown mechanism. Om 
findlOgs would seem to contradict ear}¡er studies in wluch re­
moval of the enore NFAT-I-binding Slte from HIV-I HXB2 re­
sults in higher replicanon and increased reserve transcriptase 
actiVity ID ludat cells.JO Sinularly, me 18-bp deletion found in 
the NFAT-l sequence from HIV-IP896 has not been reported 
to affect i15 replicanon in culture; in fact, ffiV-I P89 6 replicates 
quite well in monocyte-derived macrophages, in PBMCs, and 
m CemX174,36 indicating that its particular 18-bp deleoon is 
dispensable for LTR function. Further studies employmg mu­
tagenesls of tlus region will have to define whether the 18-bp 
deletlon we foutld In PI¡ has any real relevance ro virus replt­
catton m PBMCs and m other cell I¡nes. On fue other hand, 
smce the 18~bp de!eoon falls into Úle over1appmg nejlL TR se­
quenee, thereby eliminating six amino acids frem the Nef pro­
tem (FIg. 3A), It could well result m an altemanve form of Nef 
protem whose function would be worthwhile studymg ID ruore 
detall. 

A secQnd ob]ocave oE this study was to address speC1fically 
whether HIV -1 nejlL TR vanants derived frem three of Out pa~ 
tlents were infectious and!or pathogemc in a hu-PBL~SCID 
mouse mode!. PrevlOus stUdles exploring the funcnon of the nef 
gene m thlS munne mode! have mvolved only artificially fah­
ricated nef-deleted vanants of HIV -1, whlch were shown to de-
1ay but not to prevent CD4+T cell depletion.3<I Naturally oc­
currlng, pancnt-derived nejlLTR mulants denved from 
nonprogressors have seldom been tested. In this particular case, 
at 15 days postl.nfection, we observed a depletl.on of CD4+ T 
cells In mice that was 10 sorne way reJated to our In VIVO fol­
low-up data on these patients. Mlce lnfected with HIV -1 PI4 pre­
scntcd a slgnificant but intermediare depletion of CD4 + T cells 
with rcspect to mock-infected control micl:. PIO is also an 
asymptomatlc patlcnl, mfccted more !han lJ years ago, bvt 
whose well-bemg secms to be more dependent on hls anu­
relrOvn-al treatmcnt. Virus den ved from {bIS patlent IOduced a 
tlme-dependent CD4 + T cdl deplctlon In mlce, reachmg a sig­
mfic<intJy lowcr value only aiter 30 day~ of IDfectLon. Finally, 
HIV -1 PI I I~olate I~ tbe one that mduced a more drastic deple­
tlOn of CD4+ y ceJls, J phenomcnon thJt I~ abo rc:f\ectc:d In 
the low CD4 + T cell counts obscrvcd in thh pallt'Jlt dw1ng 3 
y~ 01' follow-up. By JO day\ po\tmfectlOn, aU l\olate~ re' 
\uI!cd In lowcr Icvel~ of CD4" T cdh, \uggc~llDg !h.\t the 
II .. JTL TR mu!atlom oh~ervcd In PlO ,md PI4 ffiJy dday hlJt not 
prcv<;rlt CD4- ~ T cdl Jeplctlllll. 

Intcrc,tmgly. ttle MF'NLP, whu;h h.L\ bcc(\ llllphcal<:d m 

downregulauon ofvrral replicanon m vitro,32 was found ID the 
predominant HIV-l pop111auon recovered from mire infected 
wlth HN-I pt4, indlCatlng that Úle MFNLP confers no de­
tectable phenotype in hu-PBL-SCID mice and that its presence 
neither prevents nor delays CD4 + T cell depletion. 

This mede! using the hu-PBL-SCID nuce would provide a 
relanvely simple method te measure the in VIVO pathogeruc po­
tenbal of patient-denved nef-truncated strruns of HIV-l, as 
lVol1ld be the case for !be V1tUses identified m Australian, Ital­
lan, and Nortb American nonprogressors. 

In concluslOn, our data further emphaslze the nobon that 
long-tenn nonprogression IS a multifactonal process not nec­
essan1y involving nejlLTR~truncated HIV -} strains.1n addition, 
deletions 10 the neflLTR gene sequence are not exclUSIve of 
nonprogressors and do not prevent the emergence of full-Iength 
LTR variants, as such deletzons can be found m persons pro­
gressmg to AlDS Together with cumulattve eVIdence describ­
ing the instability of mutant LTR strains, our results further ar­
gue against the safety of nef-rruncated StraillS as suitable HIV-l 
vaccme candidates. 
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