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Capitulo 1

Introduccion

1.1. Epidemia del VIH

Epidemia del VIH a nivel global

Después de mas de 30 anos del descubrimiento del virus de la inmunodeficien-
cia humana (VIH), la epidemia global parece haberse estabilizado gracias a los multi-
ples programas internacionales enfocados en el monitoreo de la epidemia, la protec-
cion de grupos vulnerables, la prevencién y la distribucién de tratamiento antirretro-
viral (TAR) alrededor del mundo 1.

Desde finales de los afios noventa se ha observado una disminucién paulatina
en el nimero anual de nuevas infecciones y en los tltimos afios, el nimero de muertes
a causa de la infeccion por VIH también ha disminuido significativamente gracias al
desarrollo, la optimizacidn, distribucion y facilitaciéon del acceso al tratamiento anti-
rretroviral a nivel global. Actualmente, 5 millones de personas en todo el mundo reci-
ben terapia antirretroviral (aproximadamente el 35% del total de personas que nece-
sitan este tratamiento [1).

Con relacién al 2001, el numero de personas que viven con VIH ha aumentado
de 28.6 millones a 34 millones en 2011 (Fig. 1.1.1) 1.

Este incremento se debe principalmente, al aumento en el acceso al tratamien-
to antirretroviral y la consecuente extension de la expectativa de vida de las personas
que se apegan a éste régimen terapéutico. El nimero de nuevas infecciones ha des-
cendido un 25% en diez afos a nivel global, de 3.1 millones en 1999 a 2.7 millones en
2011 (Fig. 1.1.2) [13.
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Figura 1.1.1. Numero total de personas que viven con VIH en el mundo de 1990 a 2010. La grafica
muestra el aumento en el nimero de personas que viven con VIH de 1990 a 2010. Se puede apreciar
cémo se ha establecido la epidemia en los dltimos afios ya que el aumento en el niimero de personas
que viven con la infeccion ha aumentado muy poco y este aumento se debe principalmente a la mayor
expectativa de vida que tienen las personas con TAR [modificado de1]-

Nuevas infecciones y muertes relacionadas con la infeccién por VIH.
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Figura 1.1.2. Naimero de nuevas infecciones por VIH y muertes relacionadas a nivel global desde
1990. La grafica muestra como han disminuido tanto el nimero de nuevas infecciones (azul) por afio
como el nimero de muertes relacionadas con la infeccién por VIH (negro) de 1990 a 2010. Se puede
reconocer que el nimero de nuevas infecciones por afio ha disminuido paulatinamente desde 1998
gracias a la aplicacién de medidas preventivas eficaces a nivel global. También se puede observar que
desde el afio 2005 el nimero de muertes relacionadas con la infeccién por VIH ha disminuido afio con
afio gracias a la distribucién de tratamiento antirretroviral en todo el mundo pmodificado de1]-



En Africa Subsahariana se concentran aproximadamente dos tercios del total
de personas que viven con VIH (22 millones). Ademas, se registra el mayor namero de
nuevas infecciones en esta region (un promedio de 1.9 millones en 2011). La preva-
lencia promedio de la infeccién en adultos pasé de 5.9% en 2001 a 5.0% en 2011 y el
numero de muertes relacionadas con la infecciéon pasé de 1.4 millones en 2001 a 1.2
millones en 2011 ;.

La regién del Caribe es la mas afectada después de Africa Subsahariana con una
prevalencia en adultos del 1.1% en 2001 y 0.9% en 2011, seguida de Europa del Este y
Asia central, region en la cual la prevalencia se ha duplicado en menos de 10 afios, con
una prevalencia de 0.85% en 2011 cuando era de 0.4% en 2001. Otras regiones que
presentan un aumento en la prevalencia del VIH en su poblacién adulta son el norte y
el este de Africa (0.1% en 2001 y 0.6% en 2010), Oceania (0.2% en 2001 y 0.3% en
2011) y América del Norte (0.4% en 2001 y 0.6% en 2011) [1].

En Centro y Sudamérica la prevalencia del VIH en adultos es de 0.5% y ha permaneci-
do inalterada desde 2001, al igual que la prevalencia de 0.2% que se ha mantenido en
Europa central y occidental (figura 1.1.3) [1).

El este de Asia registra la prevalencia mas baja en el mundo con menos del

0.1% en 2010 (figura 1.1.3) [1.

Prevalencia global de VIH, 2009
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Figura 1.1.3. Mapa de prevalencia mundial del VIH. El mapa muestra la prevalencia de la infeccién
por VIH en la poblacién general de las diferentes regiones geograficas del mundo. Africa Subsahariana
alberga cerca de dos tercios del niumero total de personas infectadas en el mundo y la prevalencia pro-
medio en esta region es de 5.0% [tomado det]-

A nivel global, el porcentaje de mujeres infectadas con VIH es ligeramente ma-
yor que el de hombres infectados, con aproximadamente 51.6% (Fig. 1.1.4). Esto se
debe principalmente a que en africa Subsahariana el 60% de las personas infectadas
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son mujeres y como se mencioné anteriormente, esta region alberga aproximadamen-
te dos terceras partes del total de personas infectadas con VIH. En las regiones restan-
tes el porcentaje de mujeres con VIH es inferior al de hombres con excepcion del Cari-
be, déonde las mujeres infectadas representan aproximadamente un 53% del total de
los casos (Fig. 1.1.4) [1].
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Figura 1.1.4. Proporcion de mujeres infectadas con VIH-1 mayores de 14 afios en el mundo.
El niimero de mujeres infectadas con VIH en el mundo supera el nimero de hombres infectados debido
a que el 60% de las personas infectadas en Africa Subsahariana y el 52% en el Caribe, son mujeres y es
en estas regiones donde se concentra cerca del 70% de las personas infectadas en el mundo. En todas
las regiones restantes, el nimero de hombres infectados es mayor que el de mujeres con la infecciéon

[modificado de1l]-

El 41% de las infecciones en 2010 ocurrieron en jovenes de 15 a 24 afios de
edad y es la categoria de edad con el mayor riesgo de contraer la infeccién. Aunque la
via de infeccién en las diferentes regiones geograficas varia, a nivel global la via se-
xual/heterosexual es la que predomina [1].

Epidemia de VIH en Latinoamérica

La epidemia de VIH en Latinoamérica se ha caracterizado por ser particular-
mente estable, sobre todo, en los ultimos afos (7).

El nimero total de personas que viven con VIH en esta regién contindia aumen-
tando acorde con la tendencia global. En 2001 el nimero total de personas infectadas
con VIH era de 1.1 millones y ascendi6 a 1.6 millones en 2009 principalmente, debido
a la disponibilidad del tratamiento antirretroviral (Fig. 1.1.5) [2}.

Mas del 70% de las personas que viven con VIH residen en los cuatro paises
mas grandes de la region, Argentina, Brasil, Colombia y México. Aproximadamente
una tercera parte de las personas infectadas en Latinoamérica se concentra en Brasil

[2]-
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Figura 1.1.5. Nimero aproximado de personas con VIH en 17 paises de Latinoamérica. La grafica
muestra el nimero de casos de VIH en diferentes paises de Latinoamérica de 1990 a 2009. Se puede
apreciar que el nimero de personas ha aumentado casi de manera constante cada afio. En los ultimos
afios el numero de personas con VIH se ha mantenido estable en esta region jtomado de 2]-
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Se estima que en 2009 ocurrieron 92,000 nuevas infecciones con VIH en la re-
gion (Fig. 1.1.6) y se determiné que la via de transmisién mas comun es la via sexual-
anal, que se da principalmente en redes de hombres que tienen sexo con hombres
(HSH). También, se reconocen como significativos los nimeros correspondientes a las
infecciones entre los usuarios de drogas inyectables (UDI) y entre trabajadoras y tra-
bajadores sexuales (MTS y HTS respectivamente) y sus clientes [2).

El nimero de defunciones relacionadas con la infeccion por VIH en 2011 fue de
58, 000 cuando en 2001 era de 53, 000 (Fig. 1.1.6) [2].

La prevalencia del VIH en la poblacién adulta de América Latina esta estimada
en 0.4% y la epidemia del VIH/SIDA en esta region se clasifica como concentrada, da-
do que no se ha establecido en la poblacion en general, sino que se concentra en secto-
res que se consideran clave. Como se indicé anteriormente, los sectores mas destaca-
dos son los transexuales, hombres que tienen sexo con hombres (HSH), mujeres traba-
jadoras sexuales (MTS), hombres trabajadores sexuales (HTS) y usuario de drogas
inyectables (UDI). La prevalencia del VIH en estos grupos estd muy por encima de la
prevalencia total en Latinoamérica.
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Figura 1.1.6. Numero de nuevas infecciones con VIH y muertes relacionadas con la infeccion
desde 1990 a 2009 en 17 paises de Latinoamérica. La grafica muestra el nimero de nuevas infec-
ciones (rojo) y el nimero de muertes relacionadas con la infecciéon por VIH en Latinoamérica (azul). El
numero de nuevas infecciones se ha mantenido estable a lo largo del tiempo con excepcion del periodo
comprendido entre 1996 y 2001 que muestra un aumento y entre 2008 y 2009 se puede reconocer una
disminucién en el nimero de nuevas infecciones. Por esta razon se considera que la epidemia de VIH en
Latinoamérica es estable. En cuanto al nimero de muertes relacionadas con la infeccion, se puede reco-
nocer un aumento ligero cada afio de manera sostenida [tomado de 2]-

En el sector comprendido por transexuales, se ha reportado una prevalencia de
hasta 36.5% (en Uruguay), en hombres que tienen sexo con hombres, la prevalencia
del VIH puede llegar a 20.3% (en Chile) y es superior a 5% en todos los paises de la
region. Entre las trabajadoras sexuales, la prevalencia del VIH alcanza valores de hasta
el 4.9% (Brasil), mientras que en hombres trabajadores sexuales de los paises que
reportan datos, puede alcanzar hasta el 22.8% (Argentina). Finalmente, en personas
que usan drogas inyectables, la prevalencia de la infeccion supera el 5% en los paises
que reportan datos al respecto (Tabla 1.1.1) 2;.



Tabla 1.1.1 Prevalencia del VIH en poblacién adulta y joven, en grupos mds
expuestos a VIH y otras poblaciones vulnerables en algunos paises de Latinoamérica.
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*Nota. La poblacion garifuna es un grupo étnico de origen africano que reside en varias regiones de Centroamérica y el Caribe. a=2004, b=2006, c=2007,

d=2008, =2009 y f=2010 [tomado de 2.
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Doce de los dieciséis paises de América Latina incluidos en el monitoreo anual
de UNAIDS ofrecen 100% de tamizaje sistematico de las donaciones de sangre con
criterios de calidad asegurada. Por esta razon, las infecciones por transfusion sangui-
nea representan un porcentaje minimo (<1%) de los casos totales de VIH/SIDA. De
igual manera, la via de transmisién materno- fetal (perinatal) representa valores mar-
ginales con relacion al total 2.

Un problema en el monitoreo y el manejo de la epidemia en Latinoamérica es la
desaprobacion social de los grupos en los que el riesgo de contraer la infeccion es mas
alto, razon por la cual no se reconocen, se ocultan o simplemente se ignoran eventos
de transmision en determinados grupos de la poblacion [2;.

Epidemia del VIH en México

Los primeros casos de VIH en México se detectaron en 1983 y desde entonces
la epidemia ha avanzado lentamente. En 1990 la prevalencia del VIH en México era de
0.13%. Actualmente, la prevalencia estimada del VIH es de 0.3% en la poblacién adul-
ta y comprende aproximadamente 220,000 personas, de las cuales cerca de dos terce-
ras partes corresponden a HSH, el 22.3% a mujeres heterosexuales y 6.6% a clientes
de trabajadoras sexuales, principalmente heterosexuales. El 3.1% corresponde a tra-
bajadoras sexuales y el 2.0% a varones heterosexuales. Mientras que los UDI y las per-
sonas privadas de su libertad contribuyen cada uno con el 1.5% del total de personas
que viven con VIH en México (Fig. 1.1.7) 3;.

De acuerdo con la prevalencia de VIH en poblacion adulta, que es el indicador
que utiliza UNAIDS para comparaciones internacionales, México se ubicé en el décimo
séptimo lugar en la region de América Latina y el Caribe (Fig. 1.1.8) 3;.

Dentro de los sectores de la poblacion que se consideran de alto riesgo (HSH,
MTS, HTS UDI), los HSH presentan una prevalencia de la infeccién de aproximadamen-
te 10.2%, entre los HTS de 8.9%, entre los UDI 5.0%, y las MTS presentan una preva-
lencia aproximada de 0.9% (Tabla 1.1.2).

Tabla 1.1.2 Prevalencia del VIH/SIDA en las poblaciones expuestas en México.

Prevalencias: poblaciones mas expuestas infectadas por el VIH. México 2009
Poblacion Todos Hombre Mujer <25 25+
Trabajadoras/es sexuales 1,7%] 8,9%, 0,8% 1,7%) 1,79%)
HESH 10,2% - - 7.0% 11.5%
UDI 5,0% 4,9% 4,68% 2,3% 5,7%

Fuente: Informe UNGASS /S| DA Méxeo -2010

*HTS: hombres que tienen sexo con hombres, MTS: mujeres trabajadoras se-
xuales, UDI: usuarios de drogas inyectables [tomado de 3]-
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Figura 1.1.7. Distribucién porcentual de la infeccién por VIH/SIDA en los diferentes sectores de
riesgo de la poblacién mexicana. La grafica muestra el porcentaje correspondiente a los diferentes
grupos de riesgo del total de los casos de VIH/SIDA en México. El 63% de los casos de VIH en México
corresponden a HSH, el 22.3% a mujeres heterosexuales, el 6.6% clientes de trabajadoras y trabajado-
res sexuales, el 3.1% a MTS y HTS y tanto UDI como personas privadas de la libertad contribuyen con
1.5% de los casos cada uno [tomado de 3}-
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Figura 1.1.8. Prevalencia del VIH/SIDA en 19 paises de Latinoamérica y el Caribe. En un estudio
comparativo que contemplé 19 paises de Latinoamérica, México se ubicé en el lugar 17 con una preva-
lencia de 0.3% s6lo por encima de Bolivia y Nicaragua, ambas con una prevalencia de 0.2 [tomado de 4].
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A pesar de que a finales de 2003, México alcanz6 el acceso universal a TAR, en
el afno 2011 se registraron aproximadamente 9,200 muertes relacionadas con la infec-
cion [3, 6]

La via de transmisién principal en México es la sexual, y representa mas del
90% de los casos acumulados de SIDA en el pais. Una caracteristica que determind en
gran medida el curso de la epidemia en México fue que a finales de los afios ochenta y
principios de los noventa, los casos en HSH y HSH que también tenian sexo con muje-
res llegaron a representar mas del 90% del total de casos mientras que a finales de la
década actual, representan alrededor del 50% [4).

Los casos de VIH/ SIDA ligados a la transfusién sanguinea, que llegaron a re-
presentar mas del 80% de los casos al inicio de la epidemia, practicamente han desa-
parecido como resultado del tamizaje obligatorio de la sangre a transfundir, asi como
por la prohibicién de la comercializaciéon de la misma, aplicada en nuestro pais exito-
samente en los primeros afios de la epidemia [3).

La transmisién materno-fetal arroja nimeros poco significativos con respecto
al total de personas que viven con VIH 3;.

La evolucién de la razén hombre/mujer se ha reducido a lo largo de la epide-
mia del SIDA en México. Dicha razén disminuy6 de 10.8 en 1985, hasta 3.6 en 2008 y
aumento a 4.0 para el afio 2010. La via de transmisién predominante en mujeres adul-
tas (de 15 y mas afios de edad), es la via sexual, en donde la transmisién de tipo hete-
rosexual significa casi el 95% del total de casos registrados (Fig. 1.1.9) [3, ).

12 -

108

Razdén hornbre/mujer

85 96 &7 82 80 00 01 2 O3 04 05 05 97 Q8 00 '0D '041 V2 ‘02 '04 '05 V6 '07 '’2 ‘e

Ao de diagndstico

Figura 1.1.9 Proporcién hombres/mujeres infectados con VIH/SIDA en México. La razén hom-
bre/mujer en México ha disminuido con el paso del tiempo. En 1985 habia 10.8 hombres infectados con
VIH por cada mujer infectada. En 2007 se redujo a 3.6 hombres infectados por cada mujer y en 2009
esta razon se establecid en cuatro hombres infectados por cada mujer infectada [tomado de3]-
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Con respecto a la distribucion de la infeccion en los diferentes grupos de edad,
el grupo de 25-34 afios de edad es el grupo con mayor porcentaje de casos de SIDA,
seguido del grupo de 35-44 afios y en tercer lugar en importancia, aparecen los jove-
nes de 15-24 afos de edad. La tendencia histérica de la epidemia muestra una dismi-
nucién en la proporcion de casos de SIDA en los grupos de edad mas afectados (25-44
afos), y un aumento sostenido del porcentaje de casos de SIDA en jovenes de entrel5
y 24 afios [3].

La distribucion geografica de la infecciéon en México reconoce dos aspectos co-
mo fundamentales en la actualidad; el aumento de la prevalencia en las fronteras del
pais, que parece estar relacionado con el hecho de que los paises con los que México
comparte fronteras, exhiben prevalencias de VIH mas elevadas (Estados Unidos de
América con 0.6%, Belice con 1% y Guatemala con 0.8%); y el reconocimiento de car-
celes como focos concentrados de infeccion 3.

Epidemia del VIH en Guatemala

Guatemala es el pais mas poblado de Centroamérica y el tercero en extension
territorial. El promedio de edad de la poblaciéon guatemalteca es de 19 afios s;.

El primer caso de SIDA en Guatemala se detect6 en junio de 1984. Desde dicho
afio hasta noviembre 2009, el Centro Nacional de Epidemiologia reporta 20,488 casos
de SIDA y VIH, dos tercios de los cuales se presentan en hombres, aunque el nivel de
sub-registro podria superar el 50% de los casos. En 2009, ocurrieron en promedio 18
nuevas infecciones por VIH al dia y se estima que dos de cada tres personas con VIH
desconocen su condicion s;.

La prevalencia del VIH en este pais es de 0.8% en la poblacion adulta (15 afios-
49 afios). La via de transmision sexual es la principal (94%), seguida por la via ma-
terno-infantil (4%). El grupo de edad que presenta la prevalencia mas elevada es la
categoria de 15 afios a 24 (0.34% del total) [s.

Al igual que en México y el resto de Latinoamérica, la epidemia se considera
concentrada ya que afecta principalmente a sectores de la poblacion tales como HSH
(18.3%) y trabajadoras(es) sexuales (1.09%), individuos privados de libertad
(3.24%), jovenes en riesgo social (3.3%), a los pacientes con tuberculosis (12.9%) y a
los uniformados (0.7%). No se han reportado a la fecha casos de transmision en usua-
rios de drogas inyectables (UDI) (s).

La administracién de antirretrovirales (ARV) en el pais ha aumentado significa-
tivamente la esperanza de vida de las personas que viven con la infeccién y que estan
en tratamiento (82.61% sigue con vida después de 12 meses de TAR) [5).

La transmisién materno-infantil se redujo en un 30% en este pais gracias a la
administraciéon de TAR a las madres durante el embarazo y a la implementacién de
asistencia médica adecuada al momento del parto. El 22.95% de mujeres embaraza-
das con VIH recibié TAR para prevenir la transmision materno-infantil y 30% de los
nifos(as) nacido(as) de madres con VIH, tienen VIH [s).

Geograficamente, el 78% de los casos reportados se concentran en 7 de 22 de-
partamentos de Guatemala. Los departamentos mds afectados son, en primer lugar,
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Guatemala, seguida por Retalhuleu, Izabal, Suchitepéquez, Quetzaltenango, Sacatepé-
quez y Escuintla (Fig. 1.1.10) (s].
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Figura 1.1.10. Departamentos de Guatemala en los que se concentran los casos de VIH/SIDA y
que en conjunto, albergan aproximadamente el 80% de los casos reportados. Los departamentos
mas afectados son por la infecciéon por VIH son Guatemala, Retalhuleu, Izabal, Suchitepéquez, Quetzal-
tenango, Sacatepéquez y Escuintla.

Se estima que actualmente, el 69.24%, de las personas con VIH/SIDA, reciben
tratamiento antirretroviral. Sin embargo, el acceso universal a servicios de preven-
cién, atencion, cuidados y apoyo para personas que viven con la infeccion, sigue sien-
do un reto para este pais [s).

El 23.27% de las unidades de sangre donadas en el pais no cumplen con crite-
rios de control de calidad asegurada, inicamente el 3.71% de la poblacién adulta se ha
realizado la prueba de VIH durante los ultimos 12 meses y conoce el resultado. El co-
nocimiento sobre prevencion del VIH y rechazo de ideas erréneas es limitado: 22.54%
en jovenes, 32.94% en HSHy 3.27% en MTS [s).

La relacién Hombre: Mujer (H: M) de los casos de VIH y SIDA reportados ha
disminuido de 7:1 en 1987 a 2.5:1 en el afio 2009. Estas tasas demuestran que un ma-
yor numero de mujeres se esta infectando con VIH y que gracias al tamizaje obligato-
rio en mujeres embarazadas ha aumentado el nimero de casos detectados [s).
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1.2. Caracteristicas del virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH)

Origen y filogenia del VIH

El origen del VIH ha sido objeto de estudio y durante mucho tiempo, fue incier-
to. El hecho de que virus con caracteristicas muy similares al VIH infecten a un gran
numero de vertebrados, condujo a investigadores a buscar en ellos el origen del VIH.

Actualmente, se sabe con certeza que la epidemia del VIH/SIDA se originé a
partir de una serie de eventos zoondticos de simios a humanos. Los virus de la inmu-
nodeficiencia en simios (VIS) se consideran la evidencia mas contundente de la hipé-
tesis que postula que la cercana convivencia entre hombres y simios, favoreci6 even-
tos zoonoticos cuando los humanos entraron en contacto con sangre o tejidos infecta-
dos de simios. Algunas evidencias que sustentan la transmisién zoondtica del VIS de
primates a humanos son:

A. Lasimilitud de los genomas de VIH y VIS.

B. La prevalencia del VIS en sus hospederos naturales (chimpancés y otros si-
mios).

C. Ladistribucién biogeografica del VIH y VIS con secuencias muy similares abar-

ca practicamente la misma area .

El VIH pertenece a la familia Retroviridae y al género Lentivirus. Se ubica en el
grupo VI (ss-RNA (+) -RT) de la clasificacién de Baltimore [7;, lo que implica que es un
virus con un genoma constituido por dos hebras de RNA de cadena sencilla positiva y
que requiere de la actividad de la reverso transcriptasa (RT) para sintetizar DNA de
doble cadena a partir de una cadena sencilla de RNA ).

Se dice que el VIH es un retrovirus exégeno ya que infecta células somaticas y
por lo tanto, no se transmite verticalmente entre los hospederos, a diferencia de los
retrovirus enddgenos que infectan células germinales y por consiguiente, se transmi-
ten de generacion en generacion en el organismo infectado ().

La comparacion de secuencias de proteinas y nucle6tidos de una gran cantidad
de muestras de VIH han demostrado la existencia de dos tipos de virus, el VIH-1 y el
VIH-2 ).

Multiples analisis evolutivos de estos dos tipos virales establecen que se origi-
naron independientemente, ya que mientras el VIH-1 esta estrechamente relacionado
con el SIV de chimpancés (VIS Scpz), el VIH-2 se ubica lejos del VIH-1 y es muy cer-
cano al VIS de los monos verdes (o VISsm por sooty mangabey en inglés) (s].

El VIH-1 es el tipo que predomina en el mundo y est4 presente en todos los
continentes, mientras que la distribucién del VIH-2 esta restringida al continente Afri-
€ano [e).

El VIH-1 se divide en cuatro grandes grupos que parecen haber surgido de cua-
tro eventos zoonoticos independientes (con VIS Scpz) y se denominan M, N, O y re-
cientemente se identificé el grupo P, que se relaciona estrechamente con el VIS de go-
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rila. Se reconocen nueve clados del virus dentro del grupo M y son nombrados de la A-
D, de la F-H, ] y K. Se han identificado algunos subtipos del grupo O y muy pocos del
grupo N (Fig. 1.2.1) (6.

Los clados en el grupo M, se definieron porque difieren por lo menos en un
20% el uno del otro en la regién de la envolturay 15% en la region de gag. De manera
general, la clasificacion del VIH se hace con base en porcentajes de divergencia en los
diferentes genes virales [¢).

El subtipo B es el que predomina en el continente americano.

—
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Figura 1.2.1. Clasificacion del VIH. EL VIH se divide en dos grandes grupos, el VIH-1 y el VIH-2. El
VIH-1 se divide a su vez en cuatro grupos, M, N, O y P. El grupo M es el mas comun y se divide en subti-
posquevandelaAalaD,FaHy]yK Los subtipos Ay F se dividen en dos sub-subtipos cada uno, A1 Y
A2 Y F1Y F2 respectivamente. También se reconocen formas recombinantes circulantes (CRFs) y for-
mas recombinantes tinicas (URFs).

Estructura y organizacion del genoma viral

El VIH es una particula de 100-120 nm de didmetro, de morfologia heterogénea
y con una capside cénica recubierta por una membrana de origen celular (envoltura
viral) que el virus adquiere al gemar de la célula hospedera [¢).

En la envoltura viral se expresan cerca de 72 espiculas formadas por trimeros
asociados de las glicoproteinas virales gp 120 y gp 41. La molécula gp 120 se ubica en
la superficie de la membrana (SU) y funge como receptor de las moléculas CD4 pre-
sentes en la superficie de las células que el VIH puede infectar (linfocitos T ayudado-
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res CD4+ y células CD4+ del linaje de los macréfagos ademas de algunas células den-
driticas). gp 41 es una proteina transmembranal (TM) indispensable para la fusién
entre la particula viral y la célula hospedera. Ademas de las glicoproteinas virales, en
la envoltura se expresan proteinas y elementos celulares entre los que destacan las
moléculas HLA-I y HLA 11 [6,8,9]-

La matriz es una capa proteica asociada a la cara interna de la envoltura que es
fundamental para proteger la integridad de la particula viral (¢, s, 9).

La capside contiene el genoma viral, que consta de dos copias de (+)ss RNA, con
una longitud de aproximadamente 9.3 Kb y que esta recubierto por una capa de pro-
teinas llamada nucleocdpside. Ademas, la capside viral contiene multiples copias de
las enzimas reverso transcriptasa (RT) e integrasa (IN) y dos RNAs de transferencia
(tRNAs) celulares que actian como primers en la reversotranscripcion. La proteasa se
ubica fuera de la capside (Fig. 1.2.2) (s,g].

Figura 1.2.2. Estructura de una particula de VIH. La envoltura viral contiene trimeros asociados de
las glicoproteinas gp120 y gp41 que forman estructuras de espiculas, la matriz reviste la capside viral t
se encuentra asociada a la envoltura viral. La capside viral contiene el genoma viral recubierto por la
nucleocapside y multiples copias de enzimas como la RT, IN, Vif, Nef y Vpr. La IN se ubica fuera de la
CépSide [tomado de 6]-

El genoma del VIH codifica 16 proteinas diferentes y consta de los tres genes
caracteristicos de los retrovirus, gag (gen antigeno grupo-especifico), pol (gen que
codifica la maquinaria enzimatica del virus, principalmente la RT) y env (gen que codi-
fica las glicoproteinas virales que se expresan en la envoltura) que codifican para las
proteinas estructurales y las enzimas del virus. En sus extremos, el genoma del VIH
presenta secuencias largas de repeticidon terminal (LTRs) que se subdividen en tres
dominios, U3, Ry US5. Estas secuencias cumplen diversas funciones entre la que desta-
ca el reclutamiento de la RNA polimerasa II (RNAPII) y otros elementos reguladores
necesarios para la transcripcion del genoma viral integrado (Fig. 1.2.3) 6, 9).

El gen gag codifica las proteinas de matriz (MA o p17), la proteina de capside
(CA o p24), la proteina de nucleocapside (NC o p7), una proteina indispensable para la
liberacion de los viriones de la célula infectada, encargada de reclutar proteinas en la
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membrana para facilitar el proceso de gemacién llamada p6 y dos proteinas espacia-
doras llamadas ply p2 ).

La transcripcion y traducciéon de gag da como resultado una poliproteina pre-
cursora llamada Pr.55gag, que es cortada por una proteasa viral para generar las pro-
teinas individuales al momento de la salida de los nuevos viriones [g).

El gen pol codifica las enzimas indispensables para la retrotranscripcion, inte-
gracion del genoma viral y la maduracidén del virus, por un mecanismo de autocatalisis
de un precursor llamado Gag-Pol o Pr. 160gag-pol ).

U3RUS

DI‘ gag ’ -

LTR 5

Figura 1.2.3 Genoma del VIH. El genoma del VIH presenta dos secuencias largas de repeticiéon termi-
nal en sus extremos y consta de tres genes caracteristicos de los retrovirus: gag, pol y env, ademas, los
multiples marcos de lectura abiertos codifican diferentes proteinas reguladoras y accesorias indispen-
sables para el virus [comado de 6]-

La RT (p66/51, que se refiere a las dos subunidades que conforman la protei-
na) es una enzima similar a la DNA-polimerasa, que tiene como funcién sintetizar DNA
de doble cadena a partir de una cadena sencilla de RNA y que ademas, tiene un domi-
nio de RNasa H que le confiere la funcién de una endonucleasa inespecifica para hi-
drolizar RNA. La cadena doble de DNA que resulta de la actividad de RT se denomina
provirus [e].

La actividad de la RT es responsable en gran medida de la alta variabilidad ge-
nética del VIH, ya que carece de la actividad de exonucleasa 3’-5’ y por lo tanto, es in-
capaz de corregir los errores que ocurren durante la replicacién. Este hecho conlleva a
una tasa de mutacidn altisima en el genoma del virus que se estima en 3.4x10-5 muta-
ciones por par de bases por ciclo de replicacion in vivo [g).

Se calcula que diariamente se producen 10° (mil millones) de viriones en una
persona infectada con VIH/SIDA [g).

La IN (p32), como su nombre lo indica, es la proteina encargada de integrar el
DNA viral resultante de la retrotranscripcion al DNA cromosémico de la célula hospe-
dera. La PR (p10) tiene como funcién principal generar proteinas individuales a partir
de las poliproteinas precursoras Pr.55gag y Pr.160gag-pol al momento de la gemacidn.
Antes de que los nuevos viriones puedan gemar de la célula hospedera se generan
multiples rearreglos estructurales y morfolégicos en el virion que se denominan ma-
duracion ).

El gen env codifica las proteinas de envoltura gp120 y gp41 que, como se men-
cion6 anteriormente, son indispensables para el reconocimiento de moléculas CD4 en
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la superficie de la célula y la entrada del virus a la misma. Estas glicoproteinas son el
resultado de la protedlisis del precursor gp 160 por parte de una proteasa celular [g).
gp 120 posee los motivos de unién a CD4 y receptores de quimiocinas como CCR5 y
CXCR4, que funcionan como correceptores al momento de la unién entre el virus y la
célula [6,8,9]-

La presencia de multiples marcos abiertos de lectura (ORFs) sobrelapados re-
sulta en la sintesis de proteinas accesorias y reguladoras que son necesarias para que
la replicacion viral sea eficiente y que contribuyen en varios aspectos de la patogéne-
sis del virus in vivo ¢, 8, 9].

Dentro de las proteinas reguladoras se encuentran Tat (transactivador trans-
cripcional) y Rev (regulador de la expresion de genes virales) ¢, g].

Como proteinas accesorias, el VIH-1 presenta Nef (efector negativo), Vif (factor
de infectividad viral) y las proteinas virales r (Vpr) y u (Vpu). El VIH- 2 presenta Vpx
en vez de Vpu [g).

Ciclo de replicacion del VIH

El VIH entra a la célula por la interaccién de gp 120 y CD4, el receptor principal
del virus que permite a éste infectar linfocitos T CD4+, células CD4+ del linaje de los
macrofagos y ciertas poblaciones de células dendriticas. La uniéon de CD4 y gp 120
resulta en la expresion de receptores de quimiocinas en la molécula CD4 entre las cua-
les destacan CCR5 y CXCR4, que funcionan como correceptores virales. El correceptor
que un virus usa, determina el tropismo del mismo, por lo tanto, los aislados de VIH se
clasifican en R5 o macrofagotrépicos si el correceptor que usan es CCR5, X4 o linfo-
tropicos si usan CXCR4 y R5/X4 si pueden usar ambos [g).

La interacciéon de CD4 y los correceptores con gp120 desencadena una serie de
cambios conformacionales que derivan en la exposicion del dominio de fusién de la
proteina gp41. Este dominio, se proyecta hacia la membrana de la célula hospedera de
manera similar a la de un arpén, provocando que la membrana celular y la envoltura
viral se fusionen y que la particula viral ingrese a la célula hospedera s, 3.

Algunas células dendriticas (DC), particularmente las que se ubican en las
submucosas, presentan una lectina de tipo C con alta afinidad por gp120 (denominada
DC-SIGN) que permite la union entre la célula y la particula viral, pero que no desata la
serie de cambios conformacionales necesarios para que el viriéon pueda infectar exito-
samente la célula. La unién de gp 120 con DC-SIGN promueve la endocitosis de la par-
ticula viral y el almacenamiento de ésta en compartimientos acidos celulares que,
cuando las células maduran y migran a 6rganos linfaticos secundarios se exponen en
la membrana celular y diseminan la infeccion por VIH, ya que en estos 6rganos hay
una gran cantidad de células CD4+. Por esta razon, se dice que algunas células dendri-
ticas actuan de manera similar a la de un caballo de Troya g, g].

Aunque no se conocen con certeza los eventos subsecuentes a la entrada del vi-
rus en las células que puede infectar exitosamente, se sugiere que la capside viral viaja
a las proximidades del nucleo celular por redes de microtdbulos y por filamentos de
actina en la ultima etapa, que por pequeiios movimientos, encallan la capside en los
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poros nucleares. En los poros nucleares y dentro de la capside, se lleva a cabo la retro-
transcripcion y una vez concluida, ocurre la desencapsidacion [g).

La desencapsidacion estd mediada por una estructura de triple cadena de DNA
caracteristica de los genomas lentivirales llamada DNA flap, un tracto central de poli-
purina (cPPT) y una secuencia central de terminacién (CTS). La desencapsidacién fa-
vorece la formacion del complejo de preintegracion (PIC) que esta constituido por el
DNA viral de doble cadena, la IN, RT, MA, NC y Vpr. El mecanismo de entrada del PIC al
nucleo celular no se conoce con detalle, pero es posible que proteinas que poseen se-
cuencias candnicas de reconocimiento nuclear como IN, MA y Vpr, jueguen un papel
importante [g).

Una vez en el nucleo, el DNA viral puede integrarse al genoma de la célula hos-
pedera o circularizarse y formar estructuras episomales no funcionales. Por lo tanto,
la actividad de la IN es indispensable para que la infeccion sea productiva. Dicha acti-
vidad consiste en retirar dos nucledtidos en los extremos del DNA viral, realizar un
corte escalonado en el DNA celular y finalmente, unir ambas cadenas de DNA. El ge-
noma viral se integra comunmente en regiones transcripcionalmente activas g, s, 9).

Es posible transcribir el genoma viral gracias al primer (cebador) y otros ele-
mentos reguladores de la transcripcién ubicados en la region R de los LTRs y la activi-
dad de Tat, que permite formar transcritos virales largos. Diferentes eventos de corte
y empalme (splicing) dan como resultados las diferentes proteinas del VIH. Los trans-
critos tempranos con muchos eventos de corte y empalme, originan las proteinas ac-
cesorias y reguladoras mientras que los transcritos tardios sin alteraciones o con un
solo evento de corte y empalme, originan las proteinas estructurales y la maquinaria
enzimatica del virus. La proteina reguladora Rev se encarga de exportar los transcri-
tos tardios a las inmediaciones de la membrana celular (o en endosomas tardios en el
caso de monocitos/macréfagos) ya que es ahi donde el ensamblaje y la salida de nue-
vos viriones toman lugar g).

La salida de los nuevos viriones esta dirigida principalmente por las polipro-
teinas Pr.55 Gag y Pr.160Gag Pol, Env y Vpu. Las poliproteinas se asocian a regiones
de la membrana celular ricas en colesterol y glicolipidos, llamadas balsas lipidicas, ya
que favorecen la liberacion, la estabilidad de la particula viral y la fusién de la envoltu-
ra de los nuevos viriones con la membrana de nuevas células blanco ¢, s, 9;.

Para que los viriones nuevos puedan salir, tiene que completarse el proceso de
maduracion a cargo de la PR. La proteina p6 es fundamental para la salida de los vi-
riones maduros ya que contiene secuencias “dominio terminal” que unen proteinas de
enlace, que facilitan la salida de los viriones maduros, con elementos del sistema ES-
CRT. El sistema ESCRT esta involucrado con el transito de vesiculas y cuerpos multi-
vesicualres al lisosoma para su degradacion, sin embargo, el VIH secuestra este siste-
ma para promover la salida de nuevos viriones de la célula hospedera (figura 1.2.4)
9].
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ARN viral

Figura 1.2.4. Ciclo de replicacion del VIH-1. La glicoproteina gp120 de envoltura se une al receptor
CD4+ de la célula hospedera y desencadena multiples cambios conformacionales en gp41 y la exposi-
cién de receptores de quimiocinas (CCR5 y CXCR4) en la molécula CD4+ necesarios para completar la
fusion entre la célula hospedera y la envoltura viral. Una vez que la particula viral entra a la célula hos-
pedera, viaja a los poros nucleares por redes de microtibulos y actina. En el poro nuclear y dentro de la
capside se lleva a cabo la retrotranscripcion y posteriormente, ocurre la desencapsidacion. Se forma el
complejo de preintegracion (PIC) y por mecanismos poco caracterizados aun, el genoma viral y multi-
ples enzimas virales ingresan al nucleo de la célula hospedera. La IN integra el genoma viral a una re-
gién transcripcionalmente activa del genoma de la célula hospedera y con ayuda de Tat, inicia la retro-
transcripcién del genoma viral. Los transcritos tempranos sufren muchos eventos de corte y empalme y
dan origen a las proteinas accesorias y reguladoras. Los transcritos tardios inalterados o con un solo
evento de corte y empalme se exportan al citoplasma por Rev y originan las proteinas estructurales.
Antes de la salida de los nuevos viriones, p6 recluta a los precursores (Pr.55 Gag y Pr 160. Gag pol) y a
las proteinas virales y el RNA viral que van a conformar los nuevos viriones para que finalmente, la PR
lleve a cabo el proceso de maduracién y los nuevos viriones puedan salir de la célula hospedera para
infectar otras célula [tomado de 6]-
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Patogénesis del VIH

La infeccién por VIH puede transmitirse principalmente por tres vias:

- Via sexual. Sostener relaciones sexuales sin proteccién con personas infecta-
das es la via de transmisién mas comun a nivel global.

- Via intravenosa o por contaminacion de instrumentos. La transfusion de
sangre contaminada, el trasplante de 6rganos contaminados o incluso proce-
dimientos de inseminacidn artificial con semen de personas infectadas pueden
derivar en la transmision del VIH. El uso compartido de jeringas contaminadas
(comtn entre los UDI) o de instrumentos quirdrgicos contaminados también
son una via de transmision del virus.

- Via materno- infantil. La transmisiéon del VIH de madre a hijo se puede dar
durante el embarazo, el parto o la lactancia sin embargo, se puede prevenir
administrando TAR oportunamente a la madre g, 10, 11].

Dado que las células blanco del VIH son primordialmente los linfocitos TCD4+,
que juegan un papel central en la respuesta inmune adquirida, su destruccion conlleva
a una inmunodeficiencia grave en las personas infectadas. Tradicionalmente, el desa-
rrollo de la infeccion por VIH se divide en tres etapas: la infeccién aguda o primaria, la
etapa cronica o asintomatica y la etapa de SIDA (Fig. 1.2.5) [, 10, 11]-

La etapa aguda comprende las primeras cuatro semanas tras la infeccién y se
caracteriza por un aumento acelerado de la carga viral (RNA viral) en el plasma san-
guineo y un desplome en la cantidad de linfocitos TCD4+ en sangre periférica. A partir
de las dos semanas post-infeccidn, se presentan diferentes sintomas no especificos
como fiebre, faringitis, cefaleas y muchas veces malestares gastrointestinales (dia-
rreas), que en conjunto se conocen como sindrome retroviral agudo. Existen también
linfadenopatias generalizadas (9, 10, 11]-

Se sabe con certeza que durante la etapa aguda, la replicacion viral toma lugar
en los nodos linfaticos y que a partir de ahi se disemina rdpidamente a otros érganos
como el bazo, la médula 6sea y tejidos linfoides asociados a mucosas (particularmente
el tejido linfoide asociado a la mucosa intestinal). Como efecto de la amplificacion de
la infeccidn, en la etapa aguda se reconoce un aumento drastico en la carga viral hasta
alcanzar un pico de viremia y una marcada disminucion de linfocitos TCD4+ como
resultado de dicho aumento [9;. La variabilidad viral en esta etapa es reducida y es po-
sible reconocer una cuasiespecie dominante ademas de un aumento considerable en
la cantidad de linfocitos TCD8+ activados [11,12]. Los linfocitos TCD8+ o linfocitos ci-
totoxicos (CTL por sus siglas en inglés) inducen la muerte celular programada (apop-
tosis) por medio de enzimas (perforina y granzima), al ser estimulados por los antige-
nos intracelulares presentados en el contexto del complejo principal de histocompati-
bilidad (MHC) de clase I y son responsables de un control parcial de la infeccién por
VIH, que marca el fin de la etapa aguda y el inicio de la etapa croénica 1o, 11, 12, 13]-

En la etapa cronica, la carga viral es mucho menor que en la aguda y el nimero
de linfocitos T CD4+ aumenta ligeramente como consecuencia de la aparicion de la
respuesta citotéxica de CTLs especificos [10,11]. Se establece un punto de equilibrio de-



27

nominado “set point” viral que se refiere a la carga viral que presenta el individuo tras
la etapa aguda (10,11, 12, 14, 15,1, 17]- El set- point viral es un reflejo fiel de la efectividad de
la respuesta de los CTLs para controlar la viremia y por lo tanto, determina en gran
medida el curso de la infeccion. Como consecuencia de la respuesta de CTLs, se pue-
den reconocer nuevas variantes virales como consecuencia de la presion selectiva que
estas células ejercen sobre el virus [14, 15, 16, 18, 19 20]-

En la etapa crénica, la replicacién viral continda pero a una tasa menor que en
la etapa aguda y la disminucion de linfocitos T CD4+ continua también de manera pau-
latina. En la mayoria de los casos, la etapa croénica tiene una duracion de entre diez y
doce afios, sin embargo, hay casos en los que la progresion a la etapa de SIDA se da de
manera acelerada en uno o dos afios (progresores rapidos) y otros casos en los que la
progresiéon es muy lenta o nunca ocurre (controladores o controladores elite, respec-
tivamente) (9, 10,11, 12]- La progresion de la infeccion a la etapa de SIDA depende tanto
de caracteristicas inmunolégicas propias de la persona infectada, como de factores
genéticos, como el repertorio de moléculas HLA que presente el individuo [13, 14, 15, 16,17,
18,19,20]- También influyen factores viroldgicos como la presencia de ciertas mutacio-
nes que favorezcan o afecten de manera negativa la replicacion viral o que favorezcan
o dificulten el reconocimiento del virus por parte del sistema inmune [14, 15].

La etapa de SIDA empieza cuando la carga viral aumenta nuevamente y los lin-
focitos T CD4+ disminuyen (conteo de células T CD4+<200 células/pl) como resultado
de un sistema inmune exhausto que atn con TAR, pierde el control parcial sobre la
infeccién que habia sostenido durante la etapa crénica. La etapa de SIDA se caracteri-
za por la aparicién de infecciones oportunistas como candidiasis oral, tuberculosis,
infecciones por pneumococco, citomegalovirus y herpesvirus entre otros. También
pueden desarrollarse enfermedades malignas tales como el sarcoma de Kaposi, linfo-
mas y diferentes tipos de carcinomas. La incapacidad del sistema inmune de respon-
der adecuadamente ante las diferentes infecciones o enfermedades en la etapa de SI-
DA, deriva irremediablemente en la muerte de los individuos [10,11,17)- La figura 1.2.5
resume el desarrollo tipico de la infeccion por VIH.
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Figura 1.2.5. Desarrollo de la infeccidon por VIH-1.En la etapa aguda (desde el momento de la infec-
cién hasta las primeras cuatro semanas) se distingue una pérdida acelerada de linfocitos TCD4+ y un
aumento marcado de la viremia en el plasma sanguineo hasta alcanzar un pico de viremia. En la etapa
cronica la carga viral disminuye y el nimero de linfocitos TCD4+ aumenta hasta alcanzar un equilibro.
Esto se debe principalmente a la actividad de CTLs especificas y conlleva a su vez a una diversificacion
viral como respuesta ante la presion selectiva que ejercen dichas células. La etapa croénica suele ser
asintomadtica y la presencia de sintomas o la presencia de infecciones oportunistas, suele indicar el
principio de la etapa de SIDA que conlleva irremediablemente a la muerte a las personas [modificada de 11].

1.3. Evolucion del VIH

Evolucion del VIH dentro del hospedero

La dindmica evolutiva del VIH dentro del hospedero, se fundamenta en poseer
una alta variabilidad genética que le confiere plasticidad al virus parar adaptarse y
evadir las diferentes respuestas inmunes que el hospedero monte en su contra para
controlar o erradicar la infeccion. La alta variabilidad genética del VIH proviene prin-
cipalmente de la actividad de la RT, que como se mencion6 con anterioridad, es una
enzima similar a la DNA-polimerasa, que carece de la actividad de exonucleasa 3’-5" y
por lo tanto, es muy propensa a cometer errores durante la replicacion [,14 15, 16,1819
20]-

’

Ademas de la mutacion, la recombinacion entre cadenas de DNA de un mismo
virus o de virus diferentes en el nucleo de la célula hospedera, contribuye de manera
importante con la enorme variabilidad genética del VIH s, 13].

La alta tasa de error de la RT y la recombinacién de genomas virales son res-
ponsables de que en cada evento de replicacién se produzca un genoma viral tnico,
diferente de todos los demas genomas virales circulantes. Por lo tanto, en un indivi-
duo infectado con VIH, coexisten poblaciones de variantes virales distintas pero rela-
cionadas que se denominan “cuasiespecies” [12, 16, 17]-
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La existencia de multiples cuasiespecies garantiza la permanencia del virus en
el hospedero, ya que si éste monta una respuesta inmune especifica, s6lo neutralizara
a una proporcidn de las variantes virales circulantes y la infeccion persistira. Nor-
malmente, el sistema inmune neutraliza la cuasiespecie dominante, por lo que una
cuasiespecie diferente a ésta, la sustituira cuando se haya erradicado a la primera y
orillara al sistema inmune a montar otra respuesta especifica hacia la nueva variante
predominante [19,11,12]. Esta interaccién ocurre durante todo el curso de la infeccion
por VIH y este fendmeno evolutivo se describe en la “hipotesis de la reina roja” o “ca-
rrera armamentista” propuesta por Van Valen en 1973. La hipoétesis de la reina roja
describe una relacién de co-evolucion basada en adaptaciones reciprocas entre dos
organismos. De manera general, la adaptacién de un organismo a una condicién im-
puesta por otro organismo, deriva en una “contra-adaptacién” del segundo organismo
ante la adaptacion del primero en un ciclo permanente y que termina s6lo cuando uno
de los dos organismos muere o es erradicado [21].

En la infeccién por VIH, esta dindmica ocurre a diferentes niveles, pero el caso
de la respuesta de CTLs contra el virus resulta de mucha importancia, ya que la res-
puesta citotoxica ha demostrado ser la mas efectiva para controlar la replicacién viral.
Los CTLs reconocen células infectadas por patégenos intracitopldsmicos, destruyén-
dolas mediante mecanismos altamente especificos. El argumento principal a favor de
las CTLs como agentes primordiales para el control de la replicacién viral, es la asocia-
cion temporal entre la clara disminucion de la carga viral al final de la etapa aguda y la
aparicién de la respuesta de CTLs especificas. Ademas, se llevaron a cabo experimen-
tos en simios en los que se bloque6 la actividad de las células CD8+ y se observé una
replicacion descontrolada del virus y una progresion acelerada a la etapa de SIDA. La
efectividad de la respuesta de CTLs esta estrechamente ligada a moléculas muy varia-
bles del sistema inmune llamadas HLAS [14, 15].

El término HLA (antigeno leucocitario humano) o MHC (complejo principal de
histocompatibilidad) se refiere a una serie de genes altamente polimdrficos, ubicada
en el brazo corto (p) del cromosoma 6 de los seres humanos. Los productos mas re-
presentativos de estos genes son proteinas de membrana que en su porcion extracelu-
lar, presentan un surco para unir antigenos cuya estructura y composicion es altamen-
te variable y le permiten al organismo discriminar lo propio de lo no-propio [13).

Los antigenos capaces de unirse a moléculas HLA son péptidos derivados de es-
tructuras proteicas de patégenos que se degradan intracelularmente. Los péptidos
antigénicos son entonces presentados por moléculas HLA en la superficie de la célula
infectada para que ésta pueda ser reconocida y eliminada por CTLs. La unién entre el
receptor de células T (TCR) de las CTLs y el complejo HLA-péptido activa a estas célu-
las para que lleven a cabo la lisis de las células infectadas. Asi, las moléculas HLA en-
cargadas de presentar antigenos, juegan un papel central en la respuesta inmune ad-
quirida [13).



30

Las moléculas HLA

Existen tres tipos de HLAs que se diferencian en estructura, funcién y en el tipo
de células en que se presentan.

El HLA de clase I (HLA-I) es una proteina heterodimérica que consta de una ca-
dena a con tres dominios llamados a1, a2 y a3 y una molécula de $2- microglobulina.
La asociacion de al y a2 forma el surco de union a antigenos en la porcién extramem-
branal de la proteina mientras que a3 ancla la proteina a la membrana. La molécula de
B2- microglobulina esta unida a la cadena a de manera no covalente (Fig. 1.3.1). Las
moléculas HLA-I pueden presentar Uinicamente antigenos de entre ocho y diez ami-
noacidos derivados de patégenos intracelulares (virus, por ejemplo) que se encuen-
tren en el citosol o antigenos aut6logos [13).

EE L.
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Figura 1.3.1. Esquema de la estructura de la molécula HLA-I. La molécula HLA-I consta de una ca-
dena heterodimérica constituida por los dominios a1, a2 y a3 y una molécula de 32- microglobulina
unida a la cadena a de manera no covalente. Los dominios a1l y a2 forman el surco de unién a péptidos
(rojo) en la porcion extramembranal de la molécula. El surco de unién a péptidos es sumamente varia-
ble en su composicién de aminodacidos y en su estructura fomado de 13]-

Las moléculas HLA-I se almacenan en el reticulo endoplasmico (RE) y se expo-
nen en la membrana hasta que se unen covalentemente a un antigeno. Los antigenos
que presentan estas moléculas derivan de la ubiquitinacién de proteinas de un paté-
geno intracelular (o propias) que conduce a las mismas a una estructura proteolitica
llamada proteasoma. El proteasoma es un complejo multienzimatico que genera pe-
quefios péptidos que posteriormente, se transportan al RE y se unen al HLA-I para
finalmente, exponerse en la membrana celular [13).

Los HLA-I se expresan en practicamente todas las células nucleadas e interac-
tlian con linfocitos TCD8+, permitiendo que éstos lleven a cabo su actividad citotéxica
sobre células infectadas con patégenos intracelulares o que presentan proteinas auté-
logas disfuncionales [13]. Es importante enfatizar que las células son incapaces de re-
conocer antigenos libres o solubles ya que la molécula HLA forma parte del ligando de
los receptores especificos de estas células. Hay células que so6lo reconocen antigenos
ligados a un alelo HLA. A este fenémeno se le denomina “restriccion por HLA” 14, 15].

El HLA de clase II (HLA-II) esta constituido por dos glicoproteinas transmem-
branales, una a y otra (. Cada glicoproteina posee dos dominios, al y a2 y 1y 32
respectivamente. La unién de a2 y 2 forma el surco de unién a antigenos y se ubica
en la porcién extramembranal mientas que al y $1 anclan al complejo proteico en la
membrana (Fig. 1.3.2) [13).
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Figura 1.3.2. Esquema de la estructura de la molécula HLA-II. La molécula HLA-II esta formada por
glicoproteinas transmembranales: a y . Cada glicoproteina consta de dos dominios al y a2 y f1 y B2
respectivamente. Los dominios a1 y 1 forman el surco de unidn a péptidos (rojo) mientras que a2 y 32
anclan la molécula a la membrana celular [omado de 13]-

Las moléculas HLA-II presentan péptidos de minimo trece aminoacidos y se
procesan a partir de la endocitosis de patogenos extracelulares que se almacenan en
vesiculas una vez internalizados, se degradan dentro de éstas y se generan péptidos
que se importan al RE, donde su unen al HLA-II para expresarse en la membrana celu-
lar. Sélo las células con capacidad endocitica pueden sintetizar antigenos de esta ma-
nera, por esta razon, sélo las células presentadoras de antigeno profesionales (APCs)
como los macrofagos y las células dendriticas, ademas de algunos linfocitos B con ca-
pacidad endocitica, expresan moléculas HLA-II en su membrana [13).

Los genes HLA-III no codifican estructuras proteicas que se expresan en la
membrana celular sino proteinas inmunitarias secretadas para desempafiar diversas
funciones inmunolégicas como lo son, elementos del sistema del complemento y cito-
cinas proinflamatorias [13).

A la combinacién particular de alelos HLA ubicados en un cromosoma se le de-
nomina haplotipo [13).

Se dice que la region HLA es poligénica y altamente polimérfica. Como conse-
cuencia de estas caracteristicas, los HLAs pueden presentar una enorme variedad de
péptidos. Su variabilidad deriva de eventos de recombinacidon (durante la meiosis),
acumulacidon de mutaciones puntuales y de procesos de conversion génica, en los cua-
les se substituye un fragmento de un gen por un fragmento de otro gen no homélogo
[13]-

Existen tres genes que codifican para moléculas HLA-I clasicas, capaces de pre-
sentar antigenos en la superficie de células infectadas: HLA-A, HLA-B y HLA-C, dénde
A, By Crepresentan 3 genes que codifican la cadena a. Los alelos HLA-II se subdividen
en HLA-DP, HLA-DQ y HLA-DR segtn los genes que codifican las cadenas a y 3 [13].

Los genes A, By C del HLA-I, son altamente polimoérficos y se han identificado
mas de 1000 proteinas HLA distintas en los seres humanos, con propiedades altamen-
te variables para unir péptidos antigénicos. Ademas, su expresién es codominante, por
lo que cada ser humano puede expresar seis tipos de moléculas HLA-I en la membrana
de sus células nucleadas (una molécula A, una B y una C de cada padre). Dado el alto
polimorfismo de los genes HLA, lo mas comun es que los individuos sean hetrécigos
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con relacién a sus alelos HLA, lo que resulta en una mayor capacidad de presentar
péptidos y de manera general, en una mejor respuesta inmune [13).

Dentro de los loci del HLA-I, el alelo B es el mas polimdrfico de los tres con
2490 alelos identificados, mientras que los loci A y C presentan 1884 y 1384 respecti-
vamente [23). Estas cifras pueden generar mas de 6.4 millones de combinaciones posi-
bles, aunque se sabe que hay alelos que tienden a aparearse con mayor frecuencia en-
tre si, por lo que no es un proceso meramente aleatorio. A este fendmeno de aparea-
miento no aleatorio se le denomina “desequilibrio de enlace” [13).

La distribucidn geografica de los alelos HLA-I en las poblaciones humanas, es
muy heterogénea y varios estudios coinciden en que esto se explica principalmente
por efectos fundador [i3,22;. También, se ha determinado que los alelos HLA-I estan
sujetos a las leyes de la evolucién Darwiniana debido a que se han podido establecer
asociaciones entre la susceptibilidad o el control de ciertas enfermedades o infeccio-
nes y la presencia o ausencia de alelos particulares HLA [13, 15, 15, 16, 18, 19, 22, 26]- Pequenas
variaciones en la composicidon de aminoacidos de una molécula HLA puede tener efec-
tos funcionales significativos sobre la aptitud del sistema inmunoldgico para controlar
o sucumbir ante la infeccién de un patdgeno [14,15,18,26). De manera general, la alta va-
riabilidad de las moléculas HLA se interpreta como efecto de una seleccién de tipo
balanceadora, es decir, que favorece la heterocigocidad (y la variabilidad en general)
ante la homocigocidad ya que un individuo heterdcigo puede presentar un mayor nu-
mero de antigenos que un individuo homécigo y por lo tanto, tiene mas probabilidad
de controlar o erradicar diferentes enfermedades e infecciones [13, 22).

De estos hechos deriva que haya poblaciones en las que ciertos alelos sean mas
frecuentes que otros y que por lo tanto, los individuos que presentan determinados
alelos, exhiban una mayor o menor susceptibilidad a diferentes enfermedades o un
mayor o menor control de ciertas infecciones [22, 2¢].

Impacto de las moléculas HLA y el gen gag en la evolucion del
VIH a nivel poblacional

En el contexto del VIH, se ha podido constatar que la respuesta de CTLs es ne-
cesaria para controlar la replicacion viral y que existe una relacién clara entre deter-
minadas moléculas HLA, principalmente HLA-B, y un mejor o menor control de la re-
plicacién viral [14,15, 16,18, 19, 26]-

Dos moléculas similares HLA-B pueden presentar epitopos distintos y generar
respuestas inmunes contrarias, ya que pequefias diferencias en la estructura de estas
moléculas tienen repercusiones importantes en los péptidos capaces de unirse a ellas
y en la efectividad de la respuesta inmune que se monte. Por ejemplo, el alelo HLA-
B*5801 se relaciona con cargas virales bajas, producto de un buen control de la repli-
cacion viral, mientras que el alelo HLA-B*5802 se relaciona con cargas virales altas,
reflejo de un control deficiente de la replicacién del virus. Estos alelos, con respuestas
contrarias difieren Unicamente en tres aminoacidos en el surco de unién a péptidos
r4}- La tabla 1.3.1 muestra alelos que se relacionan de manera importante con la pro-
gresioén de la infeccion por VIH.
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Tabla 1.3.1 Alelos MHC-I que se relacionan de manera importante con la progresion de
la infeccién por VIH. [Modificado de 14]

Alelos de Progresion  Set-point viral Epitopo Proteina viral
MHC-I implicado del VIH
HLA-B*1302 Lenta Bajo RQANFLGKI Gag 429-437
HLA-B*1801  Réapida Alta - -
HLA-B*2705 Lenta Bajo KRWIILGLNK  Gag 263-272
HLA-B*3502y Rapida Alto - -
HLA-B*3503
HLA-B*5101  Lenta Bajo TAFTIPSI RT 128-135
HLA-B*5701, Lenta Bajo TSTLQEQIAW  Gag 240-249
HLA B*5702y KAFSPEVIPMF Gag 162-172
HLA-B*5703 ISPRTLNAW Gag 147-155
IVLPEKDSW RT 235- 242
HLA- B*5801 Lenta Bajo TSTLQEQIAW  Gag 240-249
ISPRTLNAW Gag 147-155
HLA- B*5802 Réapida Alto QTRVLAIERYL gp41577-587
HLA- B*8101 Lenta Bajo - -

Numerosos estudios [14, 15, 16, 18, 19] Sugieren que los alelos HLA-B que presentan
epitopos de las proteinas virales codificadas por el gen gag del VIH, son los mas efec-
tivos en el control de la replicacion viral. Dentro de estos alelos destacan HLA-B*27 Y
HLA-B*57 (alelos protectores) (14,15, 16,18, 19]- Algunas de las razones por las cuales las
respuestas generadas por epitopos de Gag son sumamente eficientes son, que Gag es
altamente inmunogénico, la secuencia del gen gag es muy conservada dentro del ge-
noma viral y que la proteina de capside p24 que codifica gag, se encuentra en grandes
cantidades dentro de la célula y no requiere ser sintetizada de novo como muchas
otras proteinas virales pudiendo presentarse antigenos derivados de esta proteina
poco tiempo después de la infeccion. Este tltimo hecho resulta de fundamental impor-
tancia ya que una de las funciones de la proteina viral accesoria Nef, es disminuir la
expresion de moléculas HLA-I en la superficie celular para rezagar la respuesta de las
CTLs contra las células infectadas [14, 15, 16, 18, 19, 20, 26]-

Los epitopos de Gag mejor caracterizados en individuos que poseen los alelos
protectores HLA-B*57 y HLA-B*5801 son TW10 (TSTLQEQIGW) que corresponde a
las posiciones 240-249 del gen gag y se presenta principalmente en la fase aguda,
KF11 (KAFSPEVIPMF, gag 162-172) y KK10 (KRWIILGLN, gag 263-272), ambos se
presentan en la etapa crénica. Dentro de estos epitopos se han registrado mutaciones
virales que le permiten al virus evadir la respuesta inmune [i5. A este tipo de muta-
ciones se les denomina mutaciones de escape y se dice que los HLAs que presentan
epitopos que generan una respuesta inmune efectiva representan una presion selecti-
va para el virus (alelos selectores) [14.

Las mutaciones de escape del virus ante la presion selectiva de las CTLs, co-
munmente evitan la unién del péptido al surco del HLA, evitan el procesamiento intra-
celular del péptido, de modo que éste no se pueda presentar por el HLA en la mem-
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brana celular o provocan una disminucién en la afinidad entre el receptor de las célu-
las T (TCR) y el complejo HLA-péptido para evitar la activacion de las CTLs [14, 15, 20,)-

En la mayoria de los casos, las mutaciones de escape relacionadas con los epi-
topos de Gag derivan en una pérdida de fitness viral (capacidad replicativa relativa de
un virus bajo condiciones particulares). Ante la pérdida de fitness viral y durante el
resto de la infeccidn, hay una acumulacion paulatina de mutaciones compensatorias
destinadas a restaurar poco a poco la capacidad replicativa del virus [14, 15, 16, 18]-

Con relacidn al efecto de la transmisidn de variantes virales con mutaciones de
escape y su efecto a nivel poblacional, se ha observado que en un nimero importante
de casos, la transmisién de virus con mutaciones de escape inmune a individuos ca-
rentes del alelo HLA selector, conlleva a la reversion de estas mutaciones adaptativas
y a la aparicién de mutaciones de escape especificas de los alelos HLA del nuevo hos-
pedero. Sin embargo, en algunas ocasiones, mutaciones de escape con bajos costos en
el fitness viral pueden transmitirse y mantenerse en un nuevo hospedero aun sin la
presion selectiva de las moléculas HLA. Dependiendo de las frecuencias de las molécu-
las HLA de la poblacion, el virus circulante en una region puede acumular mutaciones
adaptativas. Estas mutaciones incluso pueden llegar a fijarse en la mayoria de los vi-
rus circulantes y convertirse en el consenso poblacional. Esto traeria como conse-
cuencia la extincion de un epitopo, como resultado de la adaptacion viral a la presién
selectiva ejercida por los CTLs, lo cual tiene implicaciones importantes en el disefio de
posibles vacunas contra el VIH [15, 16).

La evolucion del VIH y la influencia del perfil inmunogenético de una poblacion
en dicho proceso, son fen6menos complejos puesto que actiian diferentes fuerzas evo-
lutivas como la mutaciéon (mutaciones de escape y compensatorias resultantes de la
presion selectiva que ejercen diferentes respuestas inmunes), la deriva génica, la apa-
riciéon de multiples cuellos de botella y los efectos fundador (al momento de la trans-
mision por ejemplo). Sin embargo, varios estudios han determinado que la evolucion
dependiente de moléculas HLA del VIH a nivel poblacional, es un fenémeno altamente
especifico y predecible. Ante la presencia de determinadas moléculas HLA-I, el geno-
ma viral normalmente sigue patrones mutacionales predecibles, ya que el efecto de las
de moléculas HLA-I presentes, se ve reflejado en la aparicion de ciertos polimorfismos
en regiones del genoma viral involucradas con la generacion de antigenos durante la
infeccion. Esta correlacion entre moléculas HLA-I y polimorfismos determinados en el
genoma viral permiten evaluar y predecir, en cierta medida, el desarrollo de la epide-
mia en una poblacidon dada y de la cual se conoce la composicién inmunogenética. Mas
aun, la distribucién heterogénea de las moléculas HLA en el mundo, le confieren carac-
teristicas particulares a las diferentes poblaciones humanas en cuanto a las respuestas
que los individuos de dicha poblaciéon puedan generar ante la infecciéon por VIH, diri-
giendo consecuentemente la evolucion poblacional del virus de manera especifica en
diferentes contextos inmunogenéticos [14, 15, 16, 18, 19, 22, 26]-
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Evolucion del VIH en las poblaciones mexicana y guatemalteca

La gran mayoria de los estudios evolutivos del VIH y del impacto de las molécu-
las HLA a nivel poblacional se han realizado en poblaciones caucasicas y en distintas
poblaciones de Africa. Las poblaciones latinoamericanas que conservan caracteristicas
genéticas amerindias se han estudiado poco hasta ahora.

La poblacidn mexicana se caracteriza por tener un perfil inmunogenético mixto
que conjuga principalmente elementos amerindios y caucasicos. Estudios antropolé-
gicos han reportado repetidas migraciones provenientes de Africa en las regiones de
Oaxaca, Guerrero y Veracruz ademas de asentamientos recientes de individuos de ori-
gen asiatico sobre todo, en Sinaloa y en menor proporciéon Sonora y Nayarit [24,25). La
poblacién mexicana es por lo tanto, sumamente heterogénea en cuanto a su perfil in-
munogenético. Recientemente, nuestro grupo de investigacion describié caracteristi-
cas unicas de la evolucion del VIH en el contexto inmunogenético Unico de la pobla-
cion mexicana [2¢]. Este estudio acerca del impacto de las moléculas HLA presentes en
la poblaciéon mexicana revel6 la existencia de 43 nuevas asociaciones entre moléculas
HLA y mutaciones en el genoma viral. Veintitrés de las 43 asociaciones diferian consis-
tentemente de las asociaciones reportadas en otras poblaciones, lo que sugiere patro-
nes evolutivos unicos en la poblacién mexicana. En este estudio se tipificaron los ale-
los HLA (haplotipos) que presentaban 280 individuos del centro y sur de México y se
buscaron correlaciones entre la presencia de éstos alelos y polimorfismos en el gen
pol del VIH (Fig. 1.3.3) [26)-
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Figura 1.3.3. Mapa de asociaciones entre moléculas HLA y polimorfismos en las secuencias del
gen pol de VIH en una cohorte mexicana. En el mapa se indican las secuencias de aminoacidos del
gen pol que codifican para la PR (1-99) y la RT (1-335). Las flechas bidireccionales encima de las se-
cuencias, enmarcan el epitopo que reconocen moléculas HLA especificas. Los epitopos se obtuvieron de
manera experimental, por medio de pruebas serolégicas (enmarcados por flechas bidireccionales ne-
gras) y otros epitopos y su uniéon a moléculas especificas HLA se predijo a partir de los motivos de
unioén que presentaran ambas estructuras (flechas bidireccionales azules). Las flechas bidireccionales
por encima de las secuencias, enmarcan el epitopo que moléculas HLA especificas reconocen. En las
cajas de colores debajo de las secuencias se indica el aminoacido blanco, el que determina el resultado
de la asociacion entre una molécula HLA y el epitopo en la secuencia. Si el aminoacido esta escrito en
morado, indica escape (tener un alelo determinado HLA hace menos probable que se presente el ami-
nodacido blanco), rojo implica atraccién (tener un alelo determinado HLA hace mas probable que se
presente el aminodacido blanco), verde reversion (no tener un alelo determinado HLA hace mas proba-
ble que se presente el aminoacido blanco) y azul repulsion (no tener un alelo determinado HLA hace
mas probable que se presente el aminoacido blanco). Los alelos en rectangulos de colores y los epitopos
que reconocen representan asociaciones que comparten la poblacién mexicana y otras poblaciones
caucasicas sobre todo. Los aminoacidos en circulos rojos son posiciones que se relacionan con HLAs y
exclusivas de la cohorte mexicana [romado de 25)-
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Al igual que la poblaciéon mexicana, la poblacion guatemalteca es sumamente
heterogénea. La poblacidon mestiza representa el 51% y la indigena el 41% y esta dis-
tribuida en 23 grupos étnicos, predominantemente ligados a la cultura Maya. El1 9%
restante esta constituido por individuos de origen caucasico y asiatico principalmente
[5,25]- Documentos historicos revelan que poblaciones del sur del continente (particu-
larmente poblaciones asentadas en el delta del Orinoco) y esclavos provenientes de
Africa asentados en Las Antillas invadieron territorios guatemaltecos, por lo que el
grado de mestizaje en este pais es sumamente elevado [24, 25].

Actualmente, el Centro de Investigacion en Enfermedades Infecciosas (CIENI)
lleva a cabo un proyecto que incluye a todos los paises de América Central y tiene co-
mo objetivo caracterizar la epidemia del VIH en dichos paises, considerando el perfil
inmunogenético predominante en las poblaciones de origen amerindio.



38



Capitulo 2

Planteamiento del problema

Considerando la distribucién heterogénea de las moléculas HLA en el mundo y
el impacto de éstas en la dinamica evolutiva del VIH dentro de una poblacién, resulta
muy interesante investigar como se relacionan las moléculas HLA-I presentes en las
poblaciones de origen amerindio y los virus circulantes en estas poblaciones poco ca-
racterizadas hasta el dia de hoy. Si bien no se conoce con detalle el perfil inmunogené-
tico de las poblaciones latinoamericanas, en general, se sabe que conjugan elementos
tanto de origen caucasico como de origen amerindio, africano y asiatico en muchas
regiones. Por esta razon, es probable que las poblaciones de origen amerindio, al ha-
berse expuesto a multiples eventos de mestizaje a lo largo de su historia, exhiban rela-
ciones Unicas, diferentes de las que se han observado en poblaciones ampliamente
estudiadas (poblaciones de Africa y de origen caucasico) con respecto a la presién se-
lectiva que ejercen las moléculas HLA-I sobre el VIH durante la infeccion a nivel po-
blacional.

Debido a que diversos estudios han demostrado que los alelos HLA-I estan es-
trechamente relacionados con una respuesta de CTLs efectiva y una consecuente pro-
gresion lenta a la etapa de SIDA, sobre todo aquellos con la capacidad de presentar
epitopos de las proteinas codificadas por el gen gag; este estudio se enfoca en las po-
sibles relaciones entre los alelos HLA-I que presentan las poblaciones de México y
Guatemala y los polimorfismos detectables en la secuencia de aminoacidos en el gen
gag de individuos infectados con VIH de ambos paises.

De manera general, la intencion de este estudio es determinar cual es la rela-
cion filogenética entre las secuencias del gen gag de VIH que circula en las poblaciones
mexicana y guatemalteca, en qué poblacién es mas variable el gen gag y si esta varia-
bilidad es consecuencia directa de una presién selectiva ejercida por moléculas HLA-I
y finalmente, buscar correlaciones entre las posiciones polimérficas (bajo presion se-
lectiva) y alelos HLA-I caracteristicos de cada poblacion, que pueden estar ligados a un
mejor control de la replicacién viral, a una progresion acelerada a la etapa de SIDA o
simplemente representar asociaciones novedosas, no reportadas hasta la fecha.
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Capitulo 3

Objetivos

3.1. Objetivo general

Evaluar y comparar la evolucion mediada por HLA en el gen gag del VIH, en
una cohorte de pacientes mexicanos y una cohorte de pacientes guatemaltecos.

3.2. Objetivos particulares

e Purificar RNA viral a partir del plasma de individuos VIH positivos de México y
Guatemala.

e Retrotranscribir el RNA viral a DNA y amplificar el gen gag viral por reacciones
en cadena de la polimerasa (PCRs).

e Purificar los productos de PCR y secuenciar el DNA.

e Comparar las secuencias del gen del VIH de los individuos de México y Guate-
mala para realizar analisis filogenéticos y de variabilidad para posteriormente,
buscar posibles correlaciones entre polimorfismos en las secuencias virales de
aminoacidos y le expresion de moléculas HLA-I.
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Capitulo 4

Hipotesis

Dadas las diferencias en los componentes genéticos y los patrones de mestizaje
de las poblaciones mexicana y guatemalteca, es factible encontrar perfiles inmunoge-
néticos distintos en cada una de las poblaciones, los cuales impactaran de manera dis-
tinta la evolucion mediada por HLA a nivel poblacional en el VIH circulante en cada
region. Esta adaptacion diferencial del virus a la respuesta inmune en dos poblaciones
inmunogenéticamente distintas, tendra implicaciones importantes en la investigacion
de vacunas, el disefio de posibles inmundgenos y podria ayudar a identificar factores
genéticos de riesgo o protecciéon que influyen en la progresiéon de la enfermedad por
VIH, que no se han identificado en otras poblaciones.
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Capitulo 5

Metodologia

5.1. Amplificacion del gen gag de VIH por los métodos
de RT- PCR anidada y PCR anidada

Se tomaron muestras de individuos de México y Guatemala sin ningdn método
particular de muestreo y se aislo el RNA viral del plasma de la sangre de los individuos
involucrados en este trabajo de investigacion con el kit “RNeasy Mini Kit” (Invitrogen-
Life Technologies Carlsbad, CA).

El RNA correspondiente al gen gag de VIH-1, se retrotranscribiéo a DNA y se
amplificé por una reaccién de RT-PCR (reaccién en cadena de la polimerasa con trans-
cripcion inversa) anidada, con primers disefiados en el laboratorio, segun el protocolo
de la tabla 5.1.

Tabla 5.1 Protocolo para RT-PCR para el gen gag de VIH. Fi 623 es un primer en direc-
cion 5" a 3’y 2cRx es un primer en direccion 3" a 5’, ambos son especificos para la ampli-
ficacién del gen gag. SuperScript™ 11l One-Step RT-PCR System with Platinum III Taq Pol
(Life Technologies Carlsbad, CA) es el kit que se utilizé para la amplificacién del gen gag

de VIH.
Reactivos 1x Concentracion de
cada reactivo en la
mezcla final
Agua 8.5ul -
Buffer (2x) 12.5ul 25X
Fi623 (20 pmol/pul 0.5ul 0.4 uMol
(primer fw)
2cRx (20 pmol/ul 0.5ul 0.4 uMol
(primer rev)
Superscript II1 0.5ul 25X
RT/Platinum Taq
Pol
RNA viral (10 nmol- 2.5ul -
40 nmol)
Total 25 ul -

*Las “X” representan unidades preestablecidas en el kit SuperScript™ III One-Step RT-PCR System with
Platinum III Taq Pol (Life Technologies Carlsbad, CA). La unidad del Buffer (2X) equivale a 0.5uL y la
unidad de la enzima Superscript III RT/Platinum Taq Pol equivale a un volumen de 0.2 pl.
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Protocolo de amplificacién:

1) 1ciclo:
55°C x 30 minutos
2) 40 ciclos:
94°C x 15 segundos
55°C x 30 segundos
68°C x30 segundos
3) 1ciclo:
68°C x 5 minutos y 4° Cco.

Posteriormente, se tomé el DNA resultante de la RT- PCR y se amplificé por una
reaccién de PCR anidada siguiendo el protocolo de la tabla 5.2:

Tabla 5.2 Protocolo para PCR para el gen gag de VIH. PFG-1 es el primer especifico para
gag en sentido 5’ -3’y PFG-10 en sentido 3’- 5’. Platinum Taq Polymarase (invitrogen-
Life Tecnologies Carlsbad, CA) es la polimerasa termoestable que se usé en este ensayo.

Reactivos 1x Concentracion de
cada reactivo en la
mezcla final
Agua 13.75pL -
Buffer (10x) 2.5uL 5X
MgCl (50 uMol) 1uL 0.2 uM
dNTPs (1.25 uMol) 4uL 0.2 uM
PFG1 (20 uMol) 1uL 0.8 uM
PRG10 (2 uMol) 1uL 0.8 uM
TaqPol (invitrogen) 0.25uL 1.25X
DNA viral (10 nmol- 2.5uL -
40 nmol)
Total 26 uL -

* La unidad (X) del Buffer (10X) equivale a 0.5pL y la unidad de la enzima Platinum Taq Polymarase
(invitrogen- Life Tecnologies Carlsbad, CA) equivale a un volumen de 0.2 pl.

Protocolo de amplificacidn:

1) 1ciclo:
94°C x 15 segundos.
2) 40 ciclos:
94°C x 2 minutos
56°C x 30 segundos.
72°C x 2 minutos
3) 1ciclo:
72°C x 5 minutos y 4° C oo,



47

5.2. Electroforesis en gel de agarosa

Se prepar6 un gel de agarosa al 1% con buffer TBE (100mL) y 5uL de bromuro
de etidio (esta sustancia es un agente intercalante en DNA que permite visualizar los
productos de PCR cuando se exponen a luz UV).

Se llenaron los pozos con las muestras y con el marcador de peso molecular
(1Kb DNA Ladder, Invitrogen) con 3uL de buffer de carga y 3uL de producto de PCR
(total de 6ul). Se conect6 la cAmara de electroforesis a un generador de corriente eléc-
trica siguiendo las siguientes condiciones: 100V, 400 A, 30 min.

Una vez transcurrido el tiempo, se colocé el gel en un transiluminador, déonde
se pudo observar los resultados de la amplificacion.

Los productos de PCR se cuantificaran espectrofotométricamente utilizando un
instrumento Nanodrop (Thermo Scientific, Wilmington, DE).

5.3. Secuenciacion y analisis de genes virales

Se secuencio el gen gag de cada paciente utilizando 8 primers que permiten ob-
tener al menos dos secuencias para cada parte de la regiéon de interés, utilizando la
quimica BigDye Terminator v3.1 (Life Technologies, Carlsbad, CA), en un secuenciador
capilar ABI Prism 33730xl Genetic Analyzer (Life Technologies, Carlsbad, CA). Los
primers que se utilizaron en este proceso son:

G2F 5" - GCGGCGACTGGTGAGTA -3’ gag: 734- 750
GS1R 5 - TTATCTAAAGCTTCCTTGGTGTCT -3’  gag: 2313- 2294
GAS3F 5’ - CATCAATGAGGAAGCTGCAG - 3’ gag: 1401-1420

GAS4R 5’ - GGTTCTCTCATCTGGCCTGG - 3’ gag: 1481- 1461

GASS5F 5’ - CTCTAAGAGCCGAGCAAGCT -3’ gag: 1696-1716

GAS6R 5’ - AAAATAGTCTTACAATCTGG 3’ gag: 1790- 1771

HPR1977F 5 - GTTAAGTGTTTCAATTGTGG - 3’ gag: 1957- 1977
GA22774R 5 - TCTTTATTGTGACGAGGGGTCG - 3’ gag: 2296- 2274

Las letras Ry F al final del nombre de cada primer indica la direccién del mis-
mo (forward o reverse).

Las secuencias exitosas se ensamblaran con el software “Geneious”.

Las secuencias se alinearon utilizando el software MEGA 5.05 [27, 28] por el mé-
todo de Clustal w [27,28]. A partir de este alineamiento se construyeron arboles filoge-
néticos. Ademas, se realizaron estudios de variabilidad cuantificando manualmente el
numero de substituciones de aminoacido en cada posicién de las secuencias problema
con respecto a una secuencia de referencia. Se obtuvieron secuencias consenso del
gen gag de los virus circulantes en México y en Guatemala, registrando los aminoéci-
dos mayoritarios en cada posicidon del gen, con la herramienta “Consensus Maker”
disponible en la barra de herramientas de la Base de datos de Los Alamos 29] y se
comparo la variabilidad de las secuencias en ambas poblaciones. Ademas, para estu-
diar mas a fondo la variabilidad de las secuencias en ambas poblaciones se realizaron
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analisis de entropia de Shannon [30] utilizando las herramientas “Entropy I’ y “Entropy
[1” de la Base de Datos de datos de Los Alamos [29).

Adicionalmente, se realizaron estudios de presidn selectiva por tasas de susti-
tuciones sinénimas y no sinénimas, utilizando la herramienta en linea Data Monkey
131,32]- Se buscaron correlaciones entre la presencia de alelos HLA y polimorfismos en
la secuencia viral en ambas poblaciones mediante el uso de mapas de epitopos com-
probados de linfocitos T citotdéxicos disponibles en la Base de Datos de Inmunologia
de Los Alamos [29]. La tipificacion de alelos HLA se realiza rutinariamente en los labo-
ratorios del CIENI del INER mediante secuenciacion y la informacidn incluida en este
estudio se obtuvo a partir de bases de datos disponibles en el laboratorio.

Construccién de arboles filogenéticos

Se construyeron arboles filogenéticos para la poblacién mexicana y guatemal-
teca por separado y un arbol que incluia a ambas con el software MEGA 5.05 27, 28] por
el método de maxima similitud, con un bootstrap=1000 y segun el modelo general
tiempo reversible (GTR) de sustituciéon de nucleétidos tomando como base diferentes
estudios acerca de la filogenia de secuencias de VIH-I [33,34,33] y el tutorial que ofrece
La Base de Datos de Los Alamos [29] para la construccion de arboles filogenéticos con
secuencias de VIH-I.

Construccién de secuencias consenso de las poblaciones mexicana v guatemal-
teca

Se construyeron secuencias consenso para las poblaciones mexicana y guate-
malteca con la herramienta “Consensus Maker” disponible en la Base de datos de Los
Alamos [29]. Este analisis requiere que se importen todas las secuencias para obtener
una secuencias consenso representativa para el set de datos que se ingresaron en el
servidor. El programa tomé como aminoacido consenso aquel que se presentaba en
mas del 50% de las secuencias en una posicion determinada [29).

Andlisis de entropia como indicador de variabilidad en el gen gag del VIH

Estos analisis aplican la entropia de Shannon [30) como una medida de variacién
e incertidumbre en un conjunto de secuencias de aminoacidos (también se puede
aplicar a secuencias de nucleétidos). Este analisis considera la entropia como la canti-
dad de informacién promedio contenida en un sistema en el cual los simbolos o las
combinaciones de éstos con menor probabilidad son los que aportan mayor informa-
cion 29, 30).

-Entropy I-

Nos permite evaluar el grado de incertidumbre y aleatoriedad en cada posicion
de un set de datos, e inferir el grado de variacidn en diferentes posiciones o regiones
de un gen o proteina 29, 30}
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-Entropy II-

Este analisis compara la aleatoriedad en un set de datos contra la aleatoriedad
de otro set de datos (en este caso México y Guatemala). Las posiciones en las cuales
hay una diferencia significativa en la variabilidad de un set con relacion al otro, se des-
tacan en rojo 29, 30].

Inferencia de posiciones bajo presion selectiva positiva con base en la tasa de

substituciones sin6nimas y no sinénimas de aminoacidos por medio del servi-
dor Data Monkey

Data Monkey [31,32] es un servidor gratuito que identifica posiciones en un ali-
neamiento que probablemente estan bajo presion selectiva positiva y negativa. Lo ha-
ce segun el modelo de SLAC que consta basicamente de cuatro pasos:

1) Ajusta un modelo de maximo similitud a los datos para determinar la longi-
tud de las ramas y la tasa de substituciones en las secuencias de nucleétidos
para hacer una pequefia reconstruccidn filogenética de los datos 31, 32].

2) Una vez que establece la relacion filogenética de las secuencias, mantiene la
longitud de las ramas y la tasa de substituciones en las secuencias para des-
pués ajustar un modelo que usa codones como unidad. Con este modelo se
estima la tasa de substituciones no sinénimas/ sinénimas (w =dN/dS, don-
de dN= substituciones no sinénimas y dS=substituciones sinénimas) 31, 32).

3) Con los parametros que se obtienen de los pasos uno y dos, el servidor
construye secuencias ancestrales de codones en cada posicién del alinea-
miento por medio de andlisis de maxima verosimilitud, de manera que se
maximicen las similitudes entre las secuencias y el que se supone, es su es-
tado ancestral 31, 32].

4) Finalmente, con la informacién de los pasos anteriores, el programa infiere

sitios que estan bajo presidn selectiva positiva y negativa considerando el
numero de posiciones con substituciones no sinénimas y sinénimas espe-
radas y observadas [31,32].
En condiciones de neutralidad, este analisis asume que la probabilidad de
que una substitucién sea sinénima (P) es igual al nimero de substituciones
sinénimas esperadas (ES) dividido entre la suma de substituciones sindni-
mas esperadas y no sindnimas esperadas (EN) 31, 32].

P ES
"~ ES+EN

A partir de P, el programa estima qué tan probable es que una substitucion
sea sindnima o no sinénima. De modo tal que, dN va a ser igual al nimero
de substituciones no sinénimas observadas (NN) entre el nimero de substi-
tuciones no sinénimas esperadas (dN= NN/EN) y dS al numero de substitu-
ciones sin6nimas esperadas (NS) entre el nimero de substituciones sino6-
nimas observadas (dS= NS/ES) 31, 32].
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Asociacién entre posiciones bajo presién selectiva determinadas por tasas de

substituciones sinénimas y no sindénimas y alelos HLA-I establecidas por el
modelo de red de dependencia filogenética (PDN)36]

El andlisis de red de dependencia filogenética (PDN) [36] es un modelo probabi-
listico que infiere relaciones entre alelos HLA-I y polimorfismos en el genoma viral [3¢).
El modelo considera tanto el fendmeno del desequilibrio de enlace de moléculas HLA
como la filogenia del VIH y la co-variacidon de codones, que se refiere a que la presen-
cia de un determinado coddn condiciona la presencia de otro codén; por ejemplo, una
mutacidn de escape que trae una mutacion compensatoria como consecuencia. De este
modo, este modelo permite establecer las relaciones HLA- polimorfismo en la secuen-
cia de VIH considerando aspectos que pueden resultar confusos y es por lo tanto, es
un analisis mas preciso que el analisis con el servidor Data Monkey [36).



Capitulo 6

Resultados

6.1. Descripcion de las cohortes de pacientes de Méxi-
co y Guatemala

Tabla 6.1. Descripcion de la cohorte de pacientes de México y Guatemala.

Poblaciéon Mexicana Guatemalteca
Numero total de pacientes 63 55
Género 16 mujeres 23 mujeres
47 hombres 32 hombres

Edad Mediana: 27 afios Mediana: 33

Rango: 16- 75 afios Rango: 19- 63 afios
Conteo de células CD4+ Mediana: 485 Mediana: 289
(CD4+/pl de sangre) Rango: 29-1, 374 Rango: 18- 1, 053
Carga viral (CV) (Namero de Mediana: 30, 656 Mediana: 36, 429
copias de RNA viral/ mL de
plasma) Rango: 348- 1, 134, 798 Rango: 499- 4, 784, 974

En el presente estudio se analiz6 un total de 118 secuencias del gen gag de VIH
de las cuales 63 correspondian a la poblaciéon mexicana y 55 a la poblacion guatemal-
teca. De los 63 pacientes mexicanos, 16 eran mujeres y 47 hombres mientras que de
los 55 pacientes guatemaltecos 23 eran mujeres y 32 hombres. La mediana de edad en
la cohorte mexicana fue de 27 afios en un rango que va desde los 16 afios hasta los 75
afios de edad. En la cohorte guatemalteca, la mediana de edad fue 33 afos y el rango
de edades va desde los 19 afios hasta los 63 afios de edad (Tabla 6.1).

Con relacion a los parametros clinicos de las cohortes analizadas en este estu-
dio, la cohorte mexicana tuvo una mediana de células CD4+ de 485 células/puL de san-
gre (rango: 29-1374 células/pL de sangre) y una mediana de carga viral (CV) de 30
656 copias de RNA viral/ mL de plasma (rango: 348-1 134 798 copias de RNA viral/
mL de plasma). La mediana de células CD4+ en la cohorte guatemalteca fue de 289
células/pL de sangre (rango: 18- 1053 /uL de sangre) y una mediana de CV de 36 429
copias de RNA viral/ mL de plasma (rango: 499-4 784 974 copias de RNA viral/ mL de
plasma) (tabla 6.1).
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6.2. Filogenia del gen gag de VIH circulante en las po-
blaciones mexicana y guatemalteca

Para explorar la diversidad de las secuencias de México y Guatemala incluidas
en este estudio y para buscar evidencias de posibles eventos fundador regionales se
realizaron analisis filogenéticos del gen gag de virus circulantes en cada region (Fig.
6.1). El objetivo principal de la construccion de arboles filogenéticos es determinar de
qué manera se relacionan las secuencias de ambas poblaciones, qué tan estrecha o
lejana es la distancia genética entre éstas y evaluar la probabilidad de que grupos de
secuencias se hayan diversificado a través de ancestros comunes.

Arbol filogenético de la poblacion mexicana A

Azul: Norte (n=10)
Verde: Sur (n=53)

Secuencias de referencia: 3
HXB2 y un virus del subtipo B que circula ; PR .
en Estados Unidos "3 g £

" & 3 o
Todos los virus que se usaron para construir el arbol 4 2 A TN ¢ u,
filogenético son del subtipo B - L % a
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Arbol filogenético de la poblacién guatemalteca

Rojo: Ciudad de Guatemala (n= 31)

: sur (n=18)
Morado: norte (n=6)
Azul: Secuencias de referencia: HXB2 y un
virus del subtipo B que circula en Estados
Unidos

OCEAND PACIFICE

Todos los virus que se usaron para construir el arbol
filogenético son del subtipo B

Figura 6.1. Arboles filogenéticos de las poblaciones mexicana (arriba) y guatemalteca (abajo).
Los arboles se construyeron con el programa MEGA 5.05 con el modelo de maxima verosimilitud (con
1000 repeticiones de bootstrap). Se usaron las secuencias del gen gag del virus HZB2 (virus de referen-
cia) y un virus del subtipo B circulante en Estados Unidos de América como referencias. Se analizaron
las poblaciones mexicana y guatemalteca por separado para determinar las relaciones filogenéticas de
las secuencias que se incluyeron en este estudio a nivel local. Se dividi6 el territorio mexicano en norte
(todos los estados que se localizan al norte de los estados de Veracruz y Jalisco) y sur (todos los estados
al sur de Veracruz y Jalisco) de acuerdo a estudios anteriores que identifican una mayor proporcién de
genes caucasicos en el norte y mayor proporciéon de genes amerindios en el sur [37;. En el caso de Méxi-
co, no se identificaron patrones de asociaciones de secuencias del norte o del sur, lo que indica que
todas las secuencias incluidas en este analisis, independientemente de la regién del pais del que pro-
vengan, son similares y filogenéticamente cercanas entre si. En el caso de la poblacién guatemalteca, el
territorio del pais se dividié en Ciudad de Guatemala (porque 31 de las 55 muestras provenian de esta
ciudad), provincia-norte (todos los departamentos que se ubican al norte de la Ciudad de Guatemala) y
provincia- sur (todos los departamentos ubicados al sur de la Ciudad de Guatemala). Al igual que en la
poblaciéon mexicana, en las secuencias de Guatemala no se reconocen asociaciones de secuencias de una
misma regidn, por lo que todas las secuencias usadas en el analisis son filogenéticamente cercanas en-
tre si.

Para el caso de VIH circulante en la poblacién mexicana, aunque en general las
secuencias del norte y sur del pais tendieron a entremezclarse en el arbol filogenético,
se observaron agrupamientos de secuencias del norte y otros de secuencias del sur del
pais, lo cual habla de posibles eventos fundadores en la dispersion del virus en México,
pero también de una alta homogeneidad de los virus circulantes en el pais (Fig. 6.1A).

En el caso de Guatemala, no se identificaron agrupamientos geograficos claros
entre los virus provenientes de departamentos del norte, departamentos del sur o de
la Ciudad de Guatemala y las secuencias tendieron a entremezclarse (Fig. 6.1B). Esto
sugiere que las secuencias del gen gag que circula en cada una de las poblaciones ana-
lizadas en este estudio son sumamente homogéneas a nivel local.

A continuacién se construy6 un arbol filogenético que incluia las secuencias de
México y Guatemala para ver si el gen gag de VIH que circula en estas poblaciones y



54

que es sumamente homogéneo a nivel local, era diferente en cada poblacién si se ana-
lizaban todas las muestras de manera conjunta (Fig. 6.2).

Arbol filogenético construido con las secuencias de las
poblaciones mexicana y guatemalteca
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Figura 6.2. Arbol filogenético construido con las secuencias de las poblaciones mexicana y gua-
temalteca. El arbol se construy6 con el programa MEGA 5.05 con el modelo de maxima similitud y un
bootstrap=1000. En total se analizaron 120 secuencias con una longitud total de 1767 posiciones, de las
cuales 63 eran de México, 55 de Guatemala y se usaron como referencias la secuencia del virus HXB2
(virus de referencia) y un virus del subtipo B circulante en los Estados Unidos de América. Se puede ver
claramente la formacién de agrupamientos bien definidos (clusters) de secuencias de Guatemala (rojo)
y de México (verde). Esto indica que las secuencias de México son mas parecidas entre si que a las se-
cuencias que circulan en Guatemala. De igual modo, las secuencias de Guatemala, son mas parecidas
entre si que a las secuencias que circulan en México. La gran similitud local tanto en México como en
Guatemala sugiere que la dinamica de la epidemia en ambos paises es de caracter local y puede contri-
buir de manera importante con que los genes gag de VIH circulantes en México y Guatemala difieran
entre si.

Se pudo observar claramente que muchas de las secuencias de México y de
Guatemala se asocian con secuencias del mismo pais formando agrupamientos bien
definidos (clusters). Estos clusters formados por secuencias de una misma poblacidn,
indican que el gen gag de VIH que circula en ambas poblaciones (la mexicana y gua-
temalteca) exhibe un caracter local distintivo, es decir que las secuencias de México
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son mas parecidas entre si que a las de Guatemala y éstas ultimas, de igual forma, son
mas parecidas entre si que a las de México.

6.3. Variabilidad del gen gag de VIH que circula en
México y Guatemala

Considerando que el arbol filogenético que incluia a ambas poblaciones mostré
que el gen gag de VIH que circula en las poblaciones mexicana y guatemalteca es dife-
rente, se construy6 una secuencia consenso para cada poblacion (Fig. 6.3 y tabla 6.2)
con el objetivo de determinar si existian diferencias en las secuencias propias de cada
pais que se fijaron a nivel poblacional.

Las secuencias consenso de ambas poblaciones se compararon entre si y con
una secuencia consenso del gen gag del subtipo B circulante en Estados Unidos de
América, con la intencién de determinar qué tan similares o diferentes son las secuen-
cias de dicho gen en las dos poblaciones mestizas y en una poblaciéon predominante-
mente caucasica y geograficamente cercana (Fig. 6.3).

Al analizar las secuencias se determiné que las tres secuencias consenso eran
distintas en 18 posiciones en total (tabla 6.2). Se observaron diferencias en las se-
cuencias consenso de las poblaciones de México y Guatemala en siete posiciones: 3
posiciones en la porcién de gag correspondiente a pl17 (pl17-gag 10, pl7-gag 15y
pl7- gag 93), tres en la porcion de p24 (p24- gag 146, p24- gag 223, p24- gag 248) y
una en el segmento que codifica a p7 (p7- gag 389).

La secuencia consenso de México fue diferente en 12 posiciones con respecto a
la secuencia consenso de subtipo B circulante en Estados Unidos, mientras que la se-
cuencia consenso de Guatemala present6 diferencias en 17 posiciones con respecto al
consenso estadounidense. De las 7 posiciones en las cuales las secuencias consenso de
México y de Guatemala difieren, 6 posiciones del consenso mexicano presentaron el
mismo aminoacido que la secuencia consenso que circula es Estados Unidos. Por lo
tanto, este analisis sugiere fuertemente que el gen gag del VIH que circula en la pobla-
ciéon Mexicana es mas parecido al del virus circulante en Guatemala que al del virus
circulante en Estados Unidos de América y que si comparamos las secuencias consen-
so de México y Guatemala con la secuencia consenso de Estados Unidos, es claro que
las secuencias de México y Estados Unidos son mas parecidas entre si (12 diferencias)
que las secuencias de Guatemala y Estados Unidos (17 diferencias).
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Secuencias consenso del gen gag circulante en México y
Guatemala comparadas entre si y con una secuencia
circulante en Estados Unidos

Principio de gag, P17 (1-133)

L
México MGARASVLSG_GELDRWEKIR_LRIf}GH(KYR_LKHIVWASRE_LERFAVNF‘GL_LEFSEGCRQJ_LGQLQPSLQT_GSEELKSLYN_TVA'I'LYCVHQ_KIDVKD'I'KEAW
MGARASVLS . _GELDFWEKIR_LRPGGKKKYR_LKHIWVWASRE_LERFAVNPGL_LETSEGCRQI_LGOLOPSLOT_GSEELKSLYMN_TVATLYCVHO_FIEVKDTKEA,
Subtipo B (USA) MGARASVLSG_GELDRWEKIR_LRPGGKKKYR_LKHIVWASRE_LERFAVNPGL_LETSEGCKQ)_LGQLOPALOT_GSEELRSLFN_TVATLYCVHQO_RIDVKDTKEA,,,

fin de P17, principio de P24 (134-364)

México LDKIEEEQNK SKKKAQQOAAA_DTGNSSQVSO_NYPIVONLOG_QMVHOAISPR_TLNAWVKVVE_EKAFSPEVIP_MFSALSEGAT PODLNTMLNT_VGGHOAAMQM,,
! LDKIEEEQNK_ SKKKAQQAAA_DTGNSSQVSO_MYPIVON! OG_QMVHOP ISPR_TLNAWVKVVE_EKAFSPEVIP_MFSALSEGAT_PQDLNTMLNT_VGGHOAAMQM,,
SubtipoB (USA) | pyierEQNK_SKKKAQOAAA_DTGNSSOVSO_NYPIVONIQGE_QMVHOAISPR_TLNAWVKVVE EKAFSPEVIE_MFSALSEGAT PQDLNTMLNT_VGGHOAAMAM,,,

México  LKETINEEAA_EWDRLHPVHA_GPWAPGOMRE_PRGSDIAGTT_STLQEQIGWM_TNNPPIFVGE_IYKRWIILGL_NKIVRMYSPT_SILDIRQGPK_EPFRDYVDRF,,,
LKETINEEAA_EWDR HPVHA_GPIAPGQMRE_PRGSDIAGTT_STLQEQI: WM_TNNPPIPVGE_IYKRWIILGL_NKIVRMYSPT_SILDIRQGPK_EPFRDYVDRF, .,
Subtipo B (USA)  LKETINEEAA_EWDRVHPVHA_GPIAPGOMRE_PRGSDIAGTT_STLOEQIGWM_TNNPPIPVGE_IVKRWIILGL_NKIVRMYSPT_SILDIRQGPK_EPFRDYVDRF,,,

finde P24, principiode P2 (365-378) fin de P2, principio de P7 (379-432)
México YK-I-LRAEQJE\S_QDVKNWMTEI—_LLVQNANPDC_K-I-IU(ALGPA_A“_EEMMTAC_QGVGGPGHKA_RVLA.EAN‘SQV_‘I‘NS‘I-HMMQR_GNFRNQRJ(IV_KCFNCGKEGHW

YKTLRAEQAS_QOVKNWMTET_LLVONANPDC_KTILKALGPA_ATLEEMMTAC_OGVGGPGHKA_RVLAEAMSQY_TNSTTIMMGQR_GNFRNQRKTV_KCFNCGKEGH,
Subtipo B (USA)  YKTLRAEQAT_QEVKNWMTET_LLVQMNANPDC_KTILKALGPA_ATLEEMMTAC_QGVGGPGHKA_RVLAEAMSOV_TNSATIMMOK_GNFRNORKIV_KCFNCGKEGH 0

fin de P7, principio de P1 (433-446) fin de P1, principio de P6 (447-500)
México IAKNCRAPRK_KGCWKCGKEG_HOQMKDCTERQ_ANFLGKIWPS_HKGRPGNFLQ_SRPEPTAPPE_ESFRFGEETT_TPSQKQEPID_KELYPLASLK_SLFGNDPSSQ*

IAKNCRAPRK_KGCWHCGKEG_HQMKDCTERQ_ANFLGKIWRS_KGRPGNFLO_SRPEPTAPPE_ESFRFGEETT_TPSQKQERID_KE YPLASLK_SLFGNDPRSSQ*
Subtipo B (USA) IAKNCRAPRK_KGCWKCGKEG_HQMKDCTERQ_ANFLGKIWPS_YKGRPGN FLO_SRPEPTAPPE_ESFRFGEETT_TPSQKOEPID_KEMYPLASLK_SLFGNDPSSQ®

Figura 6.3. Secuencias consenso de residuos de aminoacidos derivada de la secuencia de nucle6-
tidos del gen gag circulante en México y Guatemala comparadas entre si y con una secuencia
circulante en Estados Unidos de América. Las secuencias consenso de México (rojo), Guatemala
(anaranjado) y la de un virus del subtipo B circulante en los Estados Unidos de América (azul) se cons-
truyeron con la herramienta “Consensus Maker” disponible en la base de datos de Los Alamos y se pre-
sentan alineadas. Se destaca con colores la posicion en la que los aminoacidos son diferentes en alguna
de las tres secuencias. Arriba de las secuencias se indica la proteina que corresponde a cada fragmento
y los guiones bajos separan diez aminoacidos. Las secuencias consenso de México y Guatemala se com-
pararon con una secuencia de referencia circulante en Estados Unidos, para ver qué tan similares o
diferentes eran del VIH que circula en el Norte del Continente Americano. Se puede observar que las
secuencias consenso de México y Guatemala son mds similares entre si (difieren en 7 posiciones) que a
la secuencia consenso del subtipo B circulante en Estados Unidos de América (el consenso mexicano
difiere del consenso circulante en Estados Unidos de América en 12 posiciones y el consenso guatemal-
teco difiere del consenso de Estados Unidos de América en 17 posiciones), y que el consenso de la po-
blacién mexicana es mas parecido a la secuencia consenso de Estados Unidos, que la secuencia consen-
so de Guatemala a este mismo consenso.
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Tabla 6.2. Posiciones que difieren en las secuencias consenso de México, Guatemala y un
virus del subtipo B, circulante en Estados Unidos de América.

Posicidn en el ali- México Guatemala Subtipo B (USA)
neamiento
pl17-gag 10 G A G
pl7-gag 15 R K R
p17-gag 58 R R K
pl17-gag 67 P P A
pl17-gag 76 K K R
pl17-gag 79 Y Y F
pl17-gag 91 K K R
p17-gag 93 D E D
p24-gag 138 N N I
p24-gag 146 A P A
p24- gag 215 L L \%
p24- gag 223 *V (46%) I I
p24-gag 248 G A G
p24-gag 312 D D E
p2-gag 374 T T A
p7- gag 389 I T I
pl- gag 441 H H Y
p6-gag 483 L L M

* Los aminodacidos en rojo sefialan el aminoacido que difiere en alguna de las secuencias consenso con
relacion a las otras dos secuencias. *En la posicién p24- gag 223 en la poblacién mexicana no presentd
un aminoacido que apareciera en el 50% de las secuencias totales, el mas representativo fue una valina
(V) con un 46%.

Con el objetivo de analizar mas detalladamente las diferencias entre las se-
cuencias del gen gag de VIH circulante en las poblaciones mexicana y guatemalteca, se
llevaron a cabo andlisis de variabilidad que contemplaban la diversidad entre todas
las secuencias de las dos poblaciones que se trataron en este trabajo y no sélo de los
consensos de cada una de ellas.

En el caso del VIH, la variabilidad de un gen refleja, en cierta medida, la presiéon
selectiva que se ejerce sobre éste. De manera general, un gen que es objeto de presion
selectiva tiende a ser muy variable (de manera contraria al efecto homogenizador que
tiene normalmente la seleccidn natural), ya que la presion selectiva impulsa cambios
en el mismo, que se ven reflejados en las variantes virales circulantes en un individuo
infectado debido a la gran capacidad de mutar que posee el VIH y al corto periodo in-
tergeneracional en la replicacion del virus. Por el contrario, un gen conservado, puede
considerarse libre de presion selectiva, bajo una presién selectiva baja o bajo una pre-
sion selectiva positiva que tiende a la conservacion. Es importante sefialar que la plas-
ticidad o permisividad a mutaciones en los genes del VIH o en fragmentos de éstos no
es igual ya que, mientras hay genes con una alta plasticidad como el gen gp -120, hay
otros que, dada la importancia estructural de las proteinas para las cuales codifican,
no pueden ser muy variables, como el caso de gag. Por esta razon, se analiz6 la distri-
bucién de la variabilidad en el gen gag de VIH que circula en las poblaciones de Méxi-
co y Guatemala para determinar si existian diferencias con respecto a las porciones
del gen que estan bajo presion selectiva en cada poblacion.
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Primero, se calcul6 de manera manual el porcentaje de secuencias de México y
Guatemala que presentaban polimorfismos en cada posicién del gen gag de VIH, con la
intencion de determinar si alguna de las proteinas codificadas por este gen, permitia
una mayor variabilidad y para evaluar qué posiciones (y fragmentos) del alineamiento
del gen eran las mas variables (Fig. 6.4).

Frecuencia (%) de polimorfismos en cada posicién del gen gag de VIH circulante
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Frecuencia (%) de polimorfismos en cada posicion del gen gag del
VIH circulante en México y Guatemala
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Figura 6.4. Frecuencia de polimorfismos en cada posicién del gen gag en México y Guatemala.
Las graficas muestran el porcentaje de secuencias que presentaron polimorfismos en cada posicién del
gen gag en México (a) y Guatemala (b). En ambos casos se puede observar que la regiéon que codifica la
proteina de capside, p24 es la menos variable de las proteinas del gen gag, mientras que la variabilidad
se concentra en los extremos del gen, que corresponden a las proteinas p17, p7 y 6. La tltima grafica (c)
es la sobreposicion de las graficas de México y Guatemala y deja claro que el patrén de variabilidad es
muy similar en los virus circulantes en ambas poblaciones.

Tanto en México como en Guatemala la variabilidad se concentr6 en las protei-
nas p17, p7 y p6 mientras que la proteina de capside p24 result6 ser la mas conserva-
da de las seis proteinas en este gen. Interesantemente, p24 mostrd ser ligeramente
mas polimdrfica en la poblacion guatemalteca (Fig. 6.4).

Ademas del calculo manual del porcentaje de secuencias que presentaban po-
limorfismos en cada posicion del gen gag, se realizaron andlisis de entropia (como
medida de variabilidad) con las secuencias de México y Guatemala (Figs. 6.5 y 6.6), ya
que los andlisis de entropia son mas precisos que el conteo manual y cuentan con ana-
lisis estadisticos que le dan validez a los resultados obtenidos.

Los anadlisis de entropia son una medida de la variabilidad de una posicién en
una secuencia de aminodcidos. En el contexto genético, la entropia se refiere al grado
de desorden o aleatoriedad en la composicion de aminoacidos (o nucledtidos) en una
posicion dentro de una secuencia, de tal modo que la entropia es mayor en posiciones
en las que hay un niimero mayor de aminoacidos diferentes y/o en las cuales las pro-
porciones de aminoacidos diferentes en una posicion son mas heterogéneas.
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Entropia

Analisis “Entropy 1" con todas las secuencias de México y
Guatemala
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Figura 6.5. Analisis “Entropy I” con las secuencias de aminoacidos del gen gag circulante tanto
en México como en Guatemala. La grafica muestra cudles son las posiciones mas entrépicas (varia-
bles) en un set de datos comprendido por las secuencias de México y Guatemala. Resulta evidente que
la region menos entrépica del gen gag en este set de datos es la que corresponde a la proteina p24 y las
mas entropicas son las posiciones que comprenden las regiones que codifican p 17, p7 y pé.
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Figura 6.6. “Analisis Entropy II” con las secuencias de aminoacidos del gen gag circulante en
México y Guatemala. Las secuencias se analizaron a partir de dos sets de datos, un set correspondien-
te a México (A) y otro a Guatemala (B). Las graficas muestran el grado de entropia en las secuencias de
aminoacidos del gen gag del VIH circulante en México (4) y Guatemala (B) por separado. En ambos
casos, la region menos entrépica (mas conservada) es la que corresponde a p24. Las regiones que codi-
fican las proteinas p17, p7 y p6 son las mas entrépicas dentro del gen gag.
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Se observo un patrén similar al de las graficas de porcentaje de polimorfismos
de ambas poblaciones (Fig. 6.4) si se consideran las dos poblaciones (mexicana y gua-
temalteca) como un set de datos (Fig. 6.5) y también si se les considera como sets se-
parados (Fig. 6.6). El analisis de entropia coincide en que la regién méas conservada del
gen gag circulante en México y Guatemala es p24 y las regiones mas variables son las
correspondientes a las proteinas p17, p7 y pé6.

Si bien la distribucién de la variabilidad en las secuencias del gen gag de VIH
circulante en las poblaciones mexicana y guatemalteca resulté ser muy similar, se cal-
culé la diferencia de variabilidad (entropia) entre las secuencias de México y Guate-
mala para determinar diferencias puntuales en la variabilidad de los diferentes codo-
nes de ambos grupos de secuencias (Fig. 6.7).

Diferencia de entropias entre Méxicoy Guatemala
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Figura 6.7. Diferencia de entropias entre México y Guatemala. El analisis “Entropy II” calcula la
diferencia de entropia en cada posicién de las secuencias del set de datos de México y el de Guatemala
(entropia en México- entropia en Guatemala). Las columnas en la grafica que se ubican por encima del
cero corresponden a la poblacién mexicana y son posicionen en las que las secuencias de México son
mas entropicas que las secuencias de Guatemala. Las barras por debajo del cero son las posiciones en
las que las secuencias de Guatemala son mas entrépicas que las secuencias de México. Las barras rojas
son posiciones en las cuales las diferencias de entropia entre los dos sets de datos es significativa (P<
0.05). En total, el andlisis detecté 14 posiciones en el alineamiento en las que la diferencia de entropia
entre México y Guatemala es significativa. Doce de estas posiciones indican que el gen gag del VIH cir-
culante en Guatemala es mas entrépico que el que circula en México. Siete de las posiciones que difieren
significativamente entre México y Guatemala se ubican en la regién que codifica p17, seis de estas posi-
ciones indican que Guatemala es mas entrépico que México y s6lo una posiciéon es mas entrdpica en
México que en Guatemala. En la porcién que corresponde a p24, Guatemala presenta cuatro posiciones
con una entropia significativamente mayor que en México, mientras que México presenta sélo una en la
porcion inicial de esta region. Guatemala también presenta dos posiciones significativamente mas en-
trépicas que México en p2 y p7, una en cada proteina.
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Al calcular la diferencia de entropia entre las secuencias de México y Guatemala
(Fig. 6.7), se confirmé que las secuencias de Guatemala son significativamente (P<
0.05) mas polimoérficas en la porcidon de p24 que las de México. El programa determi-
no6 que las secuencias de Guatemala son mas variables en seis posiciones de p17, cua-
tro en p24 y dos en p7 y p1, una en cada proteina (Fig. 6.7). Las secuencias de México
resultaron ser mas entrdpicas que las de Guatemala en 2 posiciones, una en p17 y otra
en p24. Estos resultados concuerdan con lo observado en los estudios de frecuencias
de polimorfismos y confirman una mayor variabilidad en los virus guatemaltecos.
Ademas, estos datos localizan los puntos de mayor variabilidad de los virus guatemal-
tecos con respecto a los mexicanos principalmente en p24 y p17, sugiriendo un posi-
ble impacto diferencial de presiones selectivas en los virus de ambas poblaciones

6.4. Asociacion entre moléculas HLA-1y posiciones del
gen gag de VIH dentro de las poblaciones mexicana y
guatemalteca

Para comprobar si la variabilidad observada en las secuencias del gen gag de
VIH-I circulante en México y Guatemala por medio de los analisis de frecuencia de po-
limorfismos y entropia era consecuencia de una presion selectiva incidente, se identi-
ficaron sitios bajo presion selectiva positiva (se refiere al cambio de un nucleé6tido
dentro de un codon que deriva en el cambio del aminoacido que codificaba el codén
originalmente) por tasas de sustituciones sindnimas y no sinonimas, utilizando el ser-
vidor en linea Data Monkey. Ademas, dado el fuerte impacto de la presién selectiva
inmune sobre la evolucion del VIH, se evalué la posibilidad de que las posiciones bajo
presion selectiva positiva observadas, pudieran ser explicadas por la presion que ejer-
cen los HLA-I, mediante la busqueda de posibles epitopos de linfocitos T citotoxicos
(disponibles en la Base de Datos de VIH de Los Alamos) que estuvieran asociados a
cada posicion bajo presién selectiva positiva que se identificara en el analisis.

En la poblacién mexicana se detectaron dieciocho sitios bajo presién selectiva
positiva mientras que en la poblacién guatemalteca se detectaron catorce sitios
(P<0.05) (tabla 6.3). Interesantemente, solo seis de las posiciones bajo presion selec-
tiva positiva coincidieron entre las dos poblaciones.

En los segmentos del gen gag circulante en la poblacién mexicana que codifican
la proteina p17, se identificaron 4 posiciones bajo presidn selectiva positiva al igual
que en la poblaciéon guatemalteca. Una de las 4 posiciones bajo presion selectiva en
esta porcion de gag coincidié en México y Guatemala (p17-gag 62). En el segmento
que codifica la proteina p24, las secuencias de gag de la poblacion guatemalteca pre-
sentaron cinco posiciones bajo presién selectiva, mientras que en la poblacién mexi-
cana se identificaron sélo cuatro. Dos posiciones bajo presiéon selectiva en este seg-
mento coincidieron en las poblaciones mexicana y guatemalteca (p24- gag 173 y p24-
gag 248). En el segmento que codifica la proteina espaciadora p2, se identificaron dos
posiciones bajo presion selectiva positiva en la poblacion guatemalteca y una posicion
en la poblacién mexicana, todas las posiciones fueron distintas.



Tabla 6.3 Asociacion entre posiciones bajo presion selectiva positiva determinadas con el servidor Data Monkey
en la secuencia de gag y alelos HLA-I.

Posicion del gen gag bajo Poblacién en la que P Alelos HLA que
presion selectiva positiva se presenta presentan epitopos que
incluyen los aminoacidos
bajo presion selectiva
positiva
p17-gag 7 (gag 7 HXB2) México 0.0204249 -
p17-gag 54 (gag 54 HXB2) Guatemala 0.00675898 -
p17-gag 62 (gag 62 HXB2) México y Guatemala México:0.0363194 -
Guatemala: 0.0217921
p17-gag 69 (gag 69 HXB2) Guatemala 0.017039 -
p17-gag 76 (gag 76 HXB2) Guatemala 0.00768387
p17-gag 84 (gag 84 HXB2) México 0.0124996 A*3002
p17-gag 111 (gag 111 México 0.0418444 -
HXB2)
p17-gag 122 (gag 117 México 0.03897 -
HXB2)
p24-gag 182 (gag 159 Guatemala 0.0486926 A*0201, A*0202, B*1503,
HXB2) B*4501
p24-gag 197 (gag 173 México y Guatemala México: 0.000028749 A*2601, A*2602, A*2603,
HXB2) Guatemala: 0.00266355 C*0102
p24-gag 243 (gag 219 México 0.0174885 B*5701, B*5703, B*5801,
HXB2) B*3910.
p24-gag 272 (gag 248 México y Guatemala México: 0.0450768 A*0201, B*5701, B*5703,
HXB2) Guatemala: 0.0419703 B*5801.
p24-gag 307 (gag 280 Guatemala 0.00555509 C*1801, B*5201, C*102
HXB2)
p24-gag 313 (gag 286 Guatemala 0.0314916 -

HXB2)

9



p24-gag 368 (gag 340 México 0.0273037 -
HXB2

p2-gag 404 (gag 373 HXB2) México 0.00112308 B*4002, B*4501,

p7-gag 427 (gag 389 HXB2) México y Guatemala México: 0.000101149 -
Guatemala: 0.00270702

p7-gag 465 (427 HXB2) México 0.0332177 -

p6-gag 497 (gag 451 HXB2) México 0.0310415 -
p6-gag 559 (gag 483 HXB2) México y Guatemala México: 0.000682691 B*0801, B*4001, B*3501,
Guatemala: 0.000638351 B*0702.

*La presion selectiva positiva se refiere al cambio de un nucleétido dentro de un codén que deriva en el cambio del aminoacido que codificaba el codon
originalmente [27). *Se destacan en rojo las posiciones bajo presioén selectiva positiva determinadas con el servidor Data Monkey que coinciden entre las
poblaciones mexicana y guatemalteca.

59
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En la porcién que codifica la proteina p7 se identificaron tres sitios en la poblacién
mexicana y uno en la poblacién guatemalteca, este tltimo (p7-gag 389) coincidi6 en-
tre las dos poblaciones. En la porcién que codifica a la proteina espaciadora p1 se
identific6 un sitio en cada poblacién y estos sitos son diferentes uno de otro. Final-
mente, en el segmento que codifica a la proteina p6, se identificaron cuatro sitios bajo
presion selectiva positiva en la poblacién mexicana y uno en la guatemalteca, éste ul-
timo (p6-gag 559) coincide con uno de los sitios identificado en la poblacién mexicana
(tabla 6.3).

Considerando estos datos en conjunto, se puede decir que hay un nidmero ma-
yor de posiciones bajo presion selectiva positiva en México (dieciocho) que en Guate-
mala (catorce). De las posiciones bajo presion selectiva positiva que se identificaron, 6
posiciones, que se encuentran repartidas en todas las proteinas que codifica el gen
gag, coinciden en las poblaciones de México y Guatemala (tabla 6.3), con excepcion de
p2, en dénde ninguno de los sitios identificados coincide. Estas observaciones sugie-
ren rasgos comunes en la evolucién del virus en México y Guatemala, pero también
caracteristicas tnicas de evolucion del virus en cada una de las dos poblaciones.

Se buscaron correlaciones entre posiciones del gen gag de VIH y alelos HLA-I
disponibles en la base de datos de Los Alamos (se consideraron solo los alelos HLA-I
disponibles en la base de datos que se hubieran determinado por métodos de secuen-
ciacion). Al buscar asociaciones de posibles epitopos de linfocitos T citotéxicos con las
posiciones bajo presion selectiva encontradas se observé que solo el 44% (8/18) de
las posiciones del virus que circula en México y el 43% (6/14) de las posiciones del
que circula en Guatemala se encontraron en regiones previamente identificadas como
inmunogénicas, con epitopos comprobados experimentalmente para alelos HLA espe-
cificos (tabla 6.3). Sin embargo, se debe considerar que la Base de Datos de VIH de Los
Alamos esta constituida principalmente por datos obtenidos de cohortes predominan-
temente caucasicas y de origen africano, por lo que posiblemente, las correlaciones
entre posiciones del gen gag de VIH y alelos HLA-I no sean los mas adecuados para las
poblaciones con componentes genéticos de origen amerindio como la mexicana y la
guatemalteca. Por esta razon, se analizaron las frecuencias alélicas de genes HLA-I de
las poblaciones mexicana y guatemalteca que se han tipificado hasta ahora en las
cohortes de pacientes del laboratorio de epidemiologia y evolucion molecular del Cen-
tro de Investigacion en Enfermedades Infecciosas (CIENI) del Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias (INER). Interesantemente, se observaron 13 alelos HLA
con frecuencias distintas en ambas cohortes, lo cual podria estar determinando carac-
teristicas Unicas en la evolucién del VIH en cada una de las dos poblaciones (tabla 6.4
y Fig. 6.8).
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Figura 6.8. Comparacion de frecuencias alélicas HLA-I en México y Guatemala. La figura muestra
la frecuencia de los alelos HLA-I en México (negro) y Guatemala (blanco). Los alelos HLA-I se dividieron
en HLA-A (izq.), HLA-B (centro) y HLA-C (der.). Los asteriscos indican diferencias significativas. (**) py
g>0.05 y un asterisco (*) P<0.05 y q<0.2. Valenzuela-Ponce, et al, datos no publicados

Tabla 6.4. Comparacion de frecuencias alélicas HLA-I en México y Guatemala (Valenzue-
la-Ponce, et al, datos no publicados).

A0201 0.219251337  0.242009132 369 1314 166 0.437609162 0.75120055
A2402 0.150326797 0.200913242 253 44 1430 175  0.059733587  0.265908628
A0206 0.092691622 0.086757991 156 19 1527 200 0.90105124  0.922932521
A6801 0.0647653 0.03196347 109 7 1574 212 0.069729892  0.292813517
A3101 0.060606061 0.063926941 ﬁ- 1581 2-05 0.88039529 0.92903481
A6803  0.053475936  0.091324201 1593 199 0030548256  0.16177458
A0101 0.045751634 0.02739726 6 1606 213 0.289324909  0.650431742
A0301 0.043374926 0.02739726 73 6 1610 213 0.366124904  0.706923238
A1101 0.029708853 0.04109589 9 1633 210  0.403594859  0.754759426

A2902 0.021390374 0.00913242 36 2 1647 217 0.306737596  0.665545354
A3001 0.021390374 0.00456621 36 1 1647 218  0.115666551  0.426277776
A3002 0.018419489 0.01369863 31 3 1652 216 0.790388049 0.89172158
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A6802
A3301
A3201

B3501 0.068965517 0.084158416 112 1512 185 0.465309176 0.770890663
B4002 0.066502463 0.044554455 108 9 1516 193 0.285823989 0.660383594
B3905 0.065270936 0.089108911 106 18 1518 184  0.233466555  0.609018091
B5101 0.054802956 0.034653465 89 7 1535 195  0.313715017  0.664230596
B3512 0.041871921 0.064356436 68 13 1556 189  0.146901335  0.475908784
B3906 0.03817734 0.024752475 -- 1562 ﬂ 0.429427182  0.757401631
©0.004950495 1563 201 0011538712 0.095919174
B1402 0.036945813 0.024752475 60 5 1564 197  0.543830329  0.780194483
B0702 0.035714286 0.03960396 --8 1566 ﬁ 0.692468633 0.852899133
B4801 0032019704 0 1572 __
B3517 0.030172414 0.02970297 49 6 1575 196
B1501 0.02955665 0.03960396 48 8 1576 194  0.390182834 0.765036276
B5201 0.028325123 0.00990099 é-z 1578 % 0.160270865 0.485989438
BISIS 0025246305 0 1583 __
B0801 0.024630542  0.024752475 40 5 1584 197 0.934201475
B1801 0.024014778 0.024752475 39 5 1585 197 0.811599105 0.905350324
B3901 0.021551724 0.00990099 35 2 1589 200 0.423853923  0.767499308
B3801 0.01908867 0.00990099 ﬂ-Z 1593 % 0.572787016  0.795064635
| 0.044554455 1593
B4402 0.018472906 0.004950495 1 1594 201  0.245246091  0.638279022
B2705 0.016625616 0.014851485 27 3 1597 199 1 1
B1302 0.014162562 0.004950495 23 1 1601 201  0.507545414  0.771565315
B5301 0.014162562 0.00990099 23 2 1601 200 1 1
B1401 0.013546798 0.004950495 22 1 1602 201  0.503433179  0.778303378
B4101 0.013546798 0.004950495 22 1 1602 201 0.503433179  0.778303378
B4501 0.01046798 0.004950495 1 1607 201 0.711653792 0.851369019

0.018419489
0.017825312
0.017231135

0.00456621
0.01369863
0.00913242

31
30

1

1652

218

3 1653 216
2 1654 217

0.167438616
1
0.570152179

0.480843954
1
0.800768141

C0401 0.192060712 0.176100629 329 28 1384 131  0.674023629  0.853700869
€0102 0.073555166 0.113207547 126 1587 141 0.08534066 0.340892379
C0701 0.063047285 0.050314465 108 8 1605 151  0.609269954  0.809575931
C0304 0.059544658 0.050314465 102 8 1611 151  0.859475042  0.927742148
€0802 0.049620549 0.031446541 85 5 1628 154  0.435897651  0.757904142
C0602 0.042615295 0.012578616 73 1640 157  0.086169773 0.33381053
C0303 0.039112668 0.037735849 6 1646 153 1 1
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C1601 0.034442499 0.012578616 2 1654 157  0.164307079 0.4887051
C0501 0.033858727 0.006289308 58 1 1655 158  0.056484152  0.267509468
C1203 0.029188558 0.025157233 50 4 1663 155 1 0920121032
€0202 0.026269702 0.031446541 45 5 1668 154  0.609338988  0.833062667
C1502 0.021599533 0.012578616 37 2 1676 157 0.76855344  0.884713168
C0305 0.018680677 0.025157233 32 4 1681 155  0.541075225  0.785935507
C1701 0.015761821 0.012578616 27 2 1686 157 1 0942544834
C0306 0.010507881 0 1695 159  0.392919114  0.765283555

*Para este analisis se tomaron 870 pacientes mexicanos y 184 guatemaltecos. Los datos en verde indi-
can que P<0.05 g<0.05 y los datos en naranja indican que P<0.05 q<0.2. a= niimero de individuos posi-
tivos para un alelo HLA en la cohorte mexicana, b= nimero de individuos positivos para un alelo HLA
en la cohorte guatemalteca, c= nimero de individuos negativos para un alelo HLA en la cohorte mexi-
cana, d= nimero de individuos negativos para un alelo HLA en la cohorte guatemalteca. En negritas se
muestran los alelos posiblemente asociados a posiciones bajo presién selectiva positiva, identificados a
través de la base de datos de epitopos de linfocitos T citotéxicos de Los Alamos.

Dentro de los alelos que se asocian con posiciones bajo presién selectiva de-
terminadas por el servidor Data Monkey, los que estan presentes en las cohortes me-
xicana y guatemalteca segun los datos disponibles en el CIENI son A*3002, A*0201,
A*2601, A*3101, B*5201, B*4002, B*0801, B*3501, B*0702 y C*0102 (tabla 6.4).

Los alelos HLA-I que estan presentes en ambas poblaciones segun la base de
datos del CIENI se muestran en negritas. Es importante sefialar que cuatro sitios que
mostraron relaciéon con HLA-I coinciden en México y Guatemala (tabla 6.3). Estos si-
tios fueron:

- p24-gag 173 con A*2601, A*2602, A*2603 y C*0102

- p24-gag 248 con A*0201, B*5701, B*5703 y B*5801

- pl-gag 441 con A*0201, A*0205y A*3101

- p6-gag 483 con B¥0801, B*4001, B*3501 y B¥*0702

Los sitios que mostraron relaciéon con moléculas HLA-I en la poblacién de Mé-

xico que no coincidian con los sitios identificados en la cohorte de Guatemala (tabla
6.3) fueron:

- pl7-gag 84 con A*3002

- p24-gag 219 con B*5701, B*5703, B*5801 y B*3910
- p2-gag 373 con B¥*4002 y B*4501

- p6-gag 488 con B*4001, B*3501 y B*0702

Los sitios de la poblaciéon guatemalteca que se asociaron con HLA-I que no
coincidian con los sitios identificados en México (tabla 6.3) fueron:

- p24-gag 159 con A*0201, A*0202, B*1503 Y B*4501
- p2-gag 370 con B¥4002 y B*4005
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Se puede observar que en todas las correlaciones entre alelos HLA-I y posicio-
nes del gen gag hay por lo menos un alelo HLA-I que poseen las poblaciones mexicana
y/o guatemalteca, con excepcidn de la posicion p24- gag 219 que se correlaciona con
alelos que no estan presentes (o estan en frecuencias muy bajas) en las poblaciones
estudiadas. Al analizar la tabla 6.4, se puede apreciar que no existen diferencias signi-
ficativas en la frecuencia de los alelos que se correlacionan con HLA en México y Gua-
temala con excepcion de los alelos C*07 y A*2601, aunque no se puede descartar que
las frecuencias de estos alelos sean similares, ya que en el analisis comparativo de fre-
cuencias alélicas HLA, se incluy6 un numero casi cinco veces mayor de pacientes de
México.

Estos resultados sugieren que los perfiles inmunogenéticos de las poblaciones
mexicana y guatemalteca presentan diferencias importantes que podrian determinar
caracteristicas unicas de la evolucion del VIH en cada una de las dos poblaciones. Sin
embargo, estos datos deben tomarse con reserva puesto que el tamafio de muestra de
pacientes de los cuales se secuenci6 el gen gag de VIH que se empled en este estudio
es pequefio y las frecuencias alélicas de los genes HLA-I en la poblacién guatemalteca
no se han caracterizado completamente, por lo que los datos disponibles deberan con-
firmarse ampliando la cohorte.

Con el objetivo de emplear un modelo mas adecuado a las poblaciones con
componentes genéticos de origen amerindio para identificar posiciones en el genoma
viral asociadas a seleccidn por HLA, se realiz6 una comparacion de los sitios bajo pre-
sion selectiva positiva identificados por razones de sustituciones sinénimas y no siné-
nimas, con las identificadas a través de un modelo evolutivo previamente desarrolla-
do, denominado red de dependencia filogenética (PDN) [25;. El modelo PDN permite la
identificacién de sitios en el genoma viral asociados a selecciéon por HLA, corrigiendo
para los principales factores que confunden dichas asociaciones: efectos filogenéticos
en el virus circulante, desequilibrio de enlace entre alelos HLA y coevolucion de codo-
nes en el VIH. Este modelo fue aplicado a una cohorte de 530 pacientes mexicanos del
CIENI, INER, con tipificacién HLA y secuencia viral de gag disponibles (tabla 6.5).
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Tabla 6.5. Asociacion entre posiciones del gen gag de VIH bajo presion selectiva positiva
y alelos HLA seguin el modelo de red de dependencia filogenética (PDN).

Posicidn del gen gag bajo presion

selectiva positiva

Poblacidn en la que se presenta

Alelos HLA asociados a posiciones
bajo presion selectiva positiva segin

el modelo de PDN2

p17 gag 7 (gag 7 HXB2)
*p17-gag 54 (gag 54 HXB2)
p17- gag 62 (gag 62 HXB2)
*p17- gag 69 (gag 69 HXB2)
p17-gag 76 (gag 76 HXB2)
p17-gag 84 (gag 84 HXB2)
p17-gag 111 (gag 111 HXB2)
p17-gag 122 (gag 117 HXB2)

p24- gag 182 (gag 159 HXB2)
p24-gag 197 (gag 173 HXB2)
p24- gag 243 (gag 219 HXB2)
**p24- gag 272 (248 en HXB2)
*p24- gag 307 (gag 280 HXB2)
*p24- gag 313 (gag 286 HXB2)
p2-gag 368 (gag 340 HXB2)
p7-gag 401 (gag 370 HXB2)
p7-gag 404 (gag 373 HXB2)
p7-gag 410 (gag 374 HXB2)
p7-gag 427 (gag 389 HXB2)
*p7-gag 428 (gag 390 HXB2)
p6-gag 465 (gag 427 HXB2)
p6- gag 483 (gag 441 HXB2)
p6-gag 497 (gag 451 HXB2)
p6-gag 557 (gag 481 HXB2)
p6-gag 559 (gag 483 HXB2)

p6- gag 576 (gag 488 HXB2)

México
Guatemala
México y Guatemala
Guatemala
Guatemala
México
México
México
Guatemala
México y Guatemala
México
México y Guatemala
Guatemala

Guatemala
México
Guatemala
México
Guatemala
México y Guatemala
México
México
México y Guatemala
México
México
México y Guatemala

México

B*15 (atraccionb) p=0.000112

C*07 (atraccién) p= 0.000080

C*0404 (atraccién) p=0.000021
B*15 (atraccion) p=0.0000975
C*01 (escapec) p=0.000072

B*2705 (escape) p= 0.000142

*a= Modelo de red de dependencia filogenética para la identificacion de posiciones del genoma viral
asociadas a HLA [2g;. b=Atraccion: la presencia del alelo HLA hace mas probable que se presente un
aminoacido en una posiciéon dada. c= Escape: la presencia del alelo HLA hace menos probable que se
presente un aminoacido en una posiciéon dada. * p>0.05 indica qué tan fuerte es la correlacion entre el
alelo HLA y la posicién en el alineamiento. *Se muestran las posiciones bajo presion selectiva positiva
determinadas por tasas de sustituciones sinénimas y no sindnimas (Data Monkey, tabla 6.3) en las po-
blaciones mexicana y guatemalteca. *En rojo se sefialan las posiciones bajo presiéon selectiva positiva
que se identificaron en las dos poblaciones. (*)= posiciones que mostraron relacién con alelos HLA-I en
el analisis de PDN. (**) = posicién bajo presién selectiva positiva y se puede correlacionar con alelos
HLA-I tanto en la base de datos de Los Alamos como en el analisis de PDN.
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De los dieciocho sitios bajo presion selectiva positiva que se detectaron con el
servidor Data Monkey en la poblacién mexicana, s6lo dos se correlacionaron con mo-
léculas HLA-I en el analisis de PDN. De los catorce sitios bajo presion selectiva positiva
en Guatemala, cinco se correlacionaron con moléculas HLA-I en el analisis de PDN.

Las posiciones del gen gag de VIH que se asociaron con moléculas HLA-I segtin
el analisis de PDN en la cohorte guatemalteca fueron p17-gag 54 que en el analisis
PDN se relaciona con el alelo B*15, de manera tal que la presencia del alelo hace mas
probable que se presente el aminoacido (S) en la posicion 54 del gen. Las posiciones
p17- gag 69 (Q) que se relaciona con el alelo C*07 y la posicion p24- gag 280(T) que se
relaciona con el alelo B*15 se relacionan de la misma manera que el caso anterior. Por
el contrario, la posicion p24- gag 286 se relaciona con el alelo C*01 de tal forma, que la
presencia del alelo HLA hace menos probable que se presente un aminoacido deter-
minado (R) en la posicion del péptido (tabla 6.5). La posicién p24 gag- 248 (G en la
secuencia consenso de México y A en la de Guatemala) se relaciona con el alelo C*w07
y es una asociaciéon que se encontr6 en ambas poblaciones. En la poblacién mexicana
ademas, se identifico la asociacion de la posicion p7- gag 390 con el alelo B*2705 de
tal manera que la presencia del alelo, hace menos probable la aparicién del aminoaci-
do (V) en esa posicion.

De las seis posiciones bajo presion selectiva positiva que coincidieron en la po-
blaciéon mexicana y guatemalteca en el andlisis con Data Monkey, la posicién p24-gag
248, es la Unica que se correlaciona a moléculas HLA-I tanto en la base de datos de Los
Alamos como en el analisis de PDN y coincide en ambas poblaciones. Ademas, las fre-
cuencias alélicas de determinados alelos HLA C*07 difieren en las poblaciones mexi-
cana y guatemalteca (tabla 6.4), lo que sugiere una presion selectiva por moléculas
HLA diferentes en las poblaciones de México y Guatemala.

Finalmente, se buscaron correlaciones entre las posiciones del gen gag que di-
fieren en las secuencias consenso de la poblacion de México y la de Guatemala, con
moléculas HLA-I tanto en la base de datos de Los Alamos como en el analisis de PDN
que se practicé en una cohorte mexicana (tabla 6.5). Se realizé este andlisis para de-
terminar si las posiciones que difieren en las secuencias consenso son reflejo de adap-
taciones virales a nivel poblacional que se fijaron ante la presion selectiva que ejerce
el sistema inmune caracteristico de cada poblacién.



Tabla 6.6 Asociacion entre posiciones del gen gag que difieren en las secuencias consenso de las poblaciones mexicana y guatemal-
teca y alelos HLA-I.

Codoén del gen gag bajo presion se-  Alelos HLA que presentan epitopos Alelos HLA que presentan epitopos

lectiva positiva que difiere en las que incluyen los aminoacidos que que incluyen los aminoacidos que
secuencias consenso de le las pobla- difieren entre las secuencias con- difieren entre las secuencias con-
ciones mexicana y guatemalteca senso de las poblaciones mexicana senso de las poblaciones mexicana

y Guatemalteca (La Base de dato y Guatemalteca (PDN?)

de Los Alamos)

p17-gag 10 en HXBZ2 y consensos B*4002 -
p1l7-gag 15 en HXBZ2 y consensos B*4002 -
p17- gag 93 en HXB2 y consensos B*4001, B*0801 -
p24- gag 146 en HXBZ2 y consensos A*2501, C*07,B*1510, B*5802, C*07 (escapeb) P=0.000101
B*4801.
**¥p24- gag 248 en HXB2 y consensos A*0201, B*5701, B*5703, B*5801. C*0404 (atraccion®) p=0.000021

p7-gag 389 HXB2 y consensos - -

* a= Modelo de red de dependencia filogenética para la identificaciéon de posiciones del genoma viral asociadas a HLA [2g). b= escape: la presencia del
alelo HLA hace menos probable que se presente un aminoacido en una posicién dada. c=atraccidén la presencia del alelo HLA hace mas probable que se
presente un aminodcido en una posicién dada. *Se destacan con rojo las posiciones bajo presion selectiva positiva determinadas por tasa de sustitucio-
nes sinénimas y no sinénimas con Data Monkey que coinciden entre las poblaciones mexicana y guatemalteca.*En negritas se destaca el alelo HLA-I que
coincide en la base de datos de Los Alamos y en el analisis de PDN. (***)= posicién bajo presion selectiva positiva determinada con Data Monkey que
coincide en las poblaciones mexicana y guatemalteca, que se asocia con alelos HLA-I tanto en la base de datos de Los Alamos como con el analisis de PDN
y difiere en las secuencias consenso de México y Guatemala.

€L
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De las siete posiciones en las que las secuencias consenso de México y Guate-
mala difieren, una posicion (p7-gag 389) no mostro relacién con alelos HLA-I en nin-
guno de los dos analisis, tres posiciones (p17-gag 10, p17-gag 15y p17- gag 93) se
correlacionaron con HLA-I segin la base de datos de Los Alamos y dos (p24- gag 145
y p24- gag 248 ) posiciones se asociaron con alelos HLA-I tanto en el analisis de PDN
como con la base de datos de Los Alamos. Estos datos sugieren que las diferencias en
las secuencias consenso de México y Guatemala, son resultado de la fijacion de muta-
ciones virarles de escape ante una presion selectiva distinta en cada una de las pobla-
ciones estudiadas. La posicion p24- gag 248 resulta de especial interés ya que es una
posicion bajo presidn selectiva positiva en ambas posiciones segun el analisis con Data
Monkey, se correlaciona con alelos HLA-I tanto en la base de datos de Los Alamos co-
mo en el andlisis de PDN y difiere en las secuencia consenso de las poblaciones mexi-
cana (G) y guatemalteca (A). Esta posicion en particular sugiere fuertemente la fija-
cion de una mutacidn de escape viral a nivel poblacional diferente en México y Guate-
mala.

A manera de resumen, en lo que a la asociacion entre moléculas HLA-I y posi-
ciones del gen gag circulante en las poblaciones mexicana y guatemalteca respecta, se
puede decir que al analizar las secuencias con el servidos Data Monkey se identifica-
ron veintiséis posiciones bajo presion selectiva positiva, doce exclusivamente en la
poblaciéon mexicana, ocho exclusivamente en la guatemalteca y seis posiciones se
identificaron en ambas poblaciones. De las veintiséis posiciones bajo presion selectiva
positiva que se identificaron, once se asociaron con moléculas HLA-I de la base de da-
tos de Los Alamos, cinco posiciones del gen gag circulante en la poblacién mexicana,
tres en la poblacién guatemalteca y cuatro posiciones que se identificaron tanto en
México como Guatemala (tabla 6.3).

Al buscar correlaciones entre las posiciones bajo presién selectiva segin el
analisis con Data Monkey y un analisis de red de dependencia filogenética (PDN) prac-
ticado en una cohorte mexicana se determindé que cuatro posiciones del gen gag de
VIH circulante en la poblacién guatemalteca tenian relacion con alelos HLA-I tanto en
el analisis de PDN como con la base de datos de Los Alamos. S6lo una posicién del gen
gag circulante en México correlaciono con alelos HLA-I de la base de datos de Los
Alamos y el analisis de PDN y una posicidn bajo presion selectiva en comun (de la se-
cuencia de México y de Guatemala) correlacion6 con alelos HLA en ambos analisis (ta-
bla 6.5).

Al determinar correlaciones entre alelos HLA-I y posiciones en las cuales las
secuencias consenso de las poblaciones mexicana y guatemalteca diferian, se determi-
nd que todas las posiciones se correlacionan con moléculas HLA-I segin la base de
datos de Los Alamos con excepcion de la posicidn p7- gag 389 HXB2, que no se asocio
con ningun alelo. S6lo dos posiciones se correlacionan con moléculas HLA-I segtn el
analisis de PDN (tabla 6.6 y Fig. 6.9). La posicion p24-gag 146 se correlaciona con el
alelo HLA-C*07 en ambos andlisis por lo que la asociaciéon se puede considerar con-
tundente aunque no esta bajo presién selectiva (sélo difiere en las secuencias consen-
so de las poblaciones mexicana y guatemalteca) segun el analisis con Data Monkey. La
posicion p24-gag 248 fue la Ginica posiciéon que se correlaciond con moléculas HLA-I
tanto en al andlisis de PDN como en la base de datos de Los Alamos, que esta bajo pre-
sidn selectiva segun el analisis con Data Monkey y ademads es una posicion que difiere
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en las secuencias consenso de México y Guatemala (tabla 6.6 y Fig. 6.9), lo que sugiere
la fijacién de una adaptacion viral diferente en las poblaciones mexicana y guatemal-
teca. La posicion p7- gag 389 HXB2 que no se asocio con ningun alelo HLA, puede re-
presentar una asociacién no caracterizada en la actualidad o una asociacién espuria.
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Capitulo 7

Discusion

El presente estudio sugiere fuertemente un papel fundamental de la respuesta
de linfocitos T citotoxicos, definida y restringida por los alelos HLA de clase |, en la
adaptacién diferencial del VIH circulante en dos poblaciones aparentemente similares.
Este estudio es evidencia de que la evolucion del VIH presenta caracteristicas Unicas
en distintas poblaciones, independientemente de la cercania geografica y de si existe
una ancestria étnica comun entre éstas. Nuestros datos resaltan la importancia de co-
nocer el perfil inmunogenético de cada poblacion para estudiar y predecir patrones de
evolucion del virus, lo cual es relevante en la investigaciéon en vacunas. Nuestro estu-
dio muestra que ademas de existir caracteristicas comunes en la evolucion del virus
en México y Guatemala, pudiéndose aprovechar éstas en el disefio de una vacuna uni-
versal al contarse con informacién de otras poblaciones del mundo, existen también
diferencias importantes que apoyan la idea del desarrollo de vacunas a nivel local [3g).

En el caso concreto de este estudio, los resultados de los analisis de la filogenia
del gen gag de VIH circulante en México y Guatemala indican que existen diferencias
en las secuencias de dicho gen en cada poblacién. Esto sugiere una dindamica de
transmision de la infeccion de caracter local, que puede deberse a que barreras geo-
graficas naturales como lo son el rio Usumacinta, que recorre cerca de 200 km de la
frontera México- Guatemala (con una extension total de 956 km), el intricado terreno
montafioso que caracteriza la frontera entre México y Guatemala y los multiples cuer-
pos de agua ubicados en la zona, limitan en cierta medida, el flujo génico entre ambas
poblaciones [39;. Aunado a estas barreras naturales, la frontera politica, a pesar de ser
una divisién artificial que no obedece patrones biogeograficos de distribucion, en el
caso de los seres humanos, representa una barrera significativa que limita el flujo gé-
nico entre poblaciones, favoreciendo la endogamia y contribuyendo a la conservacion
de caracteres particulares de cada poblacién. Adicionalmente, las barreras culturales
son un factor social que podria influir también en las redes de transmision del VIH en
cada pais. Las diferencias que se observaron en las secuencias de gag en las poblacio-
nes objeto de este estudio, también pueden reflejar diferencias resultantes de un mes-
tizaje distinto en México y Guatemala a lo largo de la historia, que le otorgan un perfil
inmunogenético diferente a cada poblacion. El hecho de que los arboles filogenéticos
de las muestras de México y Guatemala por separado (andlisis local) fueran conside-
rablemente homogéneas a nivel local e incluyeran pacientes de diferentes regiones de
cada pais, le da validez a estas observaciones ya que excluye la posibilidad de que las
diferencias observadasentre ambas poblaciones en el arbol elaborado con las secuen-
cias de México y Guatemala, se deba a una fuerte divergencia local (Figs. 6.1y 6.2).
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Al comparar los consensos del gen gag de VIH que circula en México y Guate-
mala, se pudieron identificar diferencias que sugieren adaptaciones virales a una pre-
sion selectiva inmunolégica diferente y caracteristica en cada poblacidn.

En la comparacion de las secuencias consenso de las poblaciones mexicana y
guatemalteca con una secuencia consenso del gen gag circulante en Estados Unidos, se
pueden reconocer dos cosas: una es que las secuencias de México y Guatemala son
mas parecidas entre si que a la secuencia circulante en Estados Unidos, lo que sugiere
una cercania mayor entre dichas poblaciones que puede deberse a una similitud en
sus perfiles inmunogenéticos debido a que las moléculas HLA-I caracteristicas de una
poblacién son producto de un efecto fundador y a que la presencia de genes amerin-
dios es considerablemente mas fuerte en México y Guatemala que en Estados Unidos,
donde estos genes estan presentes en grupos minoritarios [24). Ademas, se puede ob-
servar que las secuencias consenso de México y Estados Unidos son mdas parecidas
entre si que el consenso guatemalteco al consenso estadounidense; hecho que puede
explicarse por la cercania geografica entre México y Estados Unidos y un flujo génico
mayor entre estas poblaciones que entre Estados Unidos y Guatemala. Las diferencias
en las secuencias consenso de una poblacién sugieren fuertemente la fijacion de mu-
taciones virales como respuesta a una presién selectiva inmunoldgica especifica. El
analisis de las secuencias consenso es congruente con los arboles filogenéticos ya que
las secuencias consenso de las poblaciones mexicana y guatemalteca presentan dife-
rencias que se ven reflejadas a nivel poblacional y refuerza la nocién de una composi-
cion de moléculas HLA-I estrechamente relacionada, aunque con diferencias puntua-
les notorias en las poblaciones mexicana y guatemalteca.

Debido a que el tamafio de muestra es reducido (n=118, México: 63 y Guatema-
la: 55) y no se puede considerar representativo de la poblacién de un pais, no se pue-
de excluir la posibilidad de que los patrones observados en los andlisis filogenéticos
realizados reflejen s6lo asociaciones geograficas, producto de un patrén de transmi-
sién local. Sin embargo, hemos mostrado evidencia solida de la influencia de la pre-
sion selectiva inmune en la determinaciéon de cambios adaptativos diferenciales del
VIH a nivel poblacional. De cualquier manera, nuestros datos pueden servir como base
para estudios mas amplios y detallados que permitan predecir patrones evolutivos
caracteristicos del virus en cada una de las dos poblaciones, asi como buscar blancos
para el posible disefio de inmundégenos dirigidos.

Los analisis de variabilidad del gen gag circulante en las poblaciones mexicana
y guatemalteca confirman que los genes gag circulantes en México y en Guatemala
difieren entre si. Es importante sefialar que una de las limitaciones de estos analisis es
que no consideran la recombinaciéon de genomas virales y asume que todo cambio es
producto de una mutacion.

Aunque de manera general, la variabilidad del gen muestra patrones similares
en ambas poblaciones, la poblacion guatemalteca resulté significativamente mas po-
limorfica en diferentes proteinas codificadas por gag, entre las que destaca la proteina
de capside, p24. Por lo que si se considera la variabilidad como un indicador indirecto
de presion selectiva, la presion selectiva es mayor en la porcién p24 en la poblacion
guatemalteca que en la mexicana, en la cual la presion selectiva es mas fuerte en las
porciones que codifican las proteinas p17, p6 y p7. Cabe recalcar que la variabilidad
no es forzosamente resultado de una presion selectiva incidente y puede ser conse-
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cuencia de procesos de caracter azaroso como la deriva génica, por ejemplo. Sin em-
bargo, la distribucion diferente de la variabilidad en el gen gag debe considerarse un
punto focal para el desarrollo de vacunas y tratamiento ya que puede sentar bases
para desarrollar medicamentos que consideren los blancos principales del sistema
inmunolégico de las poblaciones de origen amerindio, por ejemplo, para disefiar es-
quemas de tratamiento complementarios y potenciadores de las respuestas naturales
predominantes, que resulten mas efectivos que esquemas utilizados en la actualidad.
Cabe destacar la importancia de profundizar investigaciones acerca del gen gag (sobre
todo de p24) debido a su importante papel en el control de la infecciéon por VIH y
complementar estas investigaciones con caracterizaciones de otros genes virales y de
posibles relaciones sinérgicas entre éstos que amplien las posibilidades de una terapia
antirretroviral efectiva y adecuada.

Con el objetivo de determinar si la alta variabilidad de una posicién en la se-
cuencia del gen gag era consecuencia de una presion selectiva, se llevo a cabo el anali-
sis de tasa de sustituciones sinénimas y no sinénimas con el servidor Data Monkey y
se pudo observar que la presion selectiva positiva (se refiere a que hay un cambio de
nucle6tido para cambiar el aminoacido que codificaba el triplete originalmente) es
mayor en la poblacién mexicana (dieciocho posiciones bajo presidn selectiva positiva)
que en la guatemalteca (catorce posiciones bajo presion selectiva positiva). Aunque
cinco posiciones se identificaron tanto en México como en Guatemala, de manera ge-
neral, se puede decir que el analisis por tasas de substituciones sinénimas y no siné-
nimas confirma lo observado en los analisis de variabilidad (frecuencia de polimor-
fismos y andlisis de entropia); aunque la presién selectiva sigue un patréon similar en
las poblaciones mexicana y guatemalteca, existen diferencias en cuanto a los sitios
sobre los cuales recae la misma, lo cual nos lleva de nuevo a pensar en una posible
asociacion de la variabilidad observada con presion selectiva inmune determinada por
perfiles inmunogenéticos distintos. Los analisis de red de dependencia filogenética
(PDN) a su vez, confirman las observaciones tanto de los andlisis filogenéticos como
de variabilidad del gen gag circulante en México y Guatemala. El hecho de que un nu-
mero mayor de posiciones del gen circulante en la poblacién guatemalteca coincidie-
ran con los resultados del andlisis de PDN practicado en una cohorte mexicana, siguie-
re fuertemente que lo que parecen ser asociaciones entre moléculas HLA-I y codones
del gen gag de VIH frecuentes en la poblacién mexicana, son asociaciones poco fre-
cuentes en la poblacién guatemalteca. Este hecho se confirm6 al comparar sitios bajo
presion selectiva negativa (se genera un cambio de nucledtido para conservar el ami-
noacido que codifica el triplete original) por tasas de sustituciones sinénimas y no
sinénimas utilizando el servidor Data Monkey en la poblacién mexicana. Se identifica-
ron 237 sitios bajo presidn selectiva negativa y se buscaron 64 posiciones en el anali-
sis de PDN, de las cuales 31 posiciones aparecieron asociadas a moléculas HLA-I (no
se muestran los resultados). Esto se debe a que existe una zona hibrida o (rango “um-
bral”) entre una posicién bajo presion selectiva positiva y presion selectiva negativa
que depende de la frecuencia de una asociacion entre moléculas HLA-I y una posicion
del genoma de VIH en una poblacién. Por esta razon, una posicion bajo presion selec-
tiva positiva en una poblacién, puede reportarse como una posiciéon bajo presion se-
lectiva negativa en una poblacion diferente, siendo esta asociacién mas frecuente en la
poblacion en la cual la presion selectiva es negativa (poblacién mexicana) y menos
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frecuente en la cual la posicién esta bajo presion selectiva positiva (guatemalteca).
Considerando este fendémeno de zona hibrida (o rango “umbral”), es muy probable
que muchas diferencias o similitudes con relacién a las posiciones bajo presion selec-
tiva en las poblaciones mexicana y guatemalteca caigan en este rango y sélo puedan
detectarse ampliando el tamafo de muestra o al refinar las herramientas de analisis.

Considerando las diferencias en las secuencias consenso de México y Guatema-
la, se trat6 de determinar si estas diferencias reflejaban la fijacién de una mutacion de
escape viral a nivel poblacional y por esta razon, se buscaron correlaciones con las
posiciones diferentes en los consensos y moléculas HLA-I. Todas las posiciones mos-
traron relaciéon con moléculas HLA-I ya fuera por andlisis de PDN o en la base de datos
de Los Alamos, con la excepcidn de la posicion p7-gag 389, que no mostroé relacién con
alelos HLA-I en ninguno de los dos analisis. La posicién p24-gag 146 se correlaciona
con el alelo HLA-C*07 en ambos analisis, por lo que la asociacién se puede considerar
contundente. Ademas, es importante sefialar que las frecuencias alélicas de las molé-
culas HLA-C*07 difieren significativamente en las poblaciones mexicana y guatemalte-
ca, por lo que esta posicion puede reflejar el efecto de un perfil inmunogenético dife-
rente entre estas poblaciones. La posicién p24-gag 248 fue la tinica posiciéon que se
correlacion6 con moléculas HLA tanto en al analisis de PDN como en la base de datos
de Los Alamos, que esta bajo presion selectiva segun el analisis con Data Monkey y
ademas, es una posiciéon que difiere en las secuencias consenso de México y Guatema-
la; lo que sugiere la fijacion de una adaptacion viral diferente en las poblaciones mexi-
canay guatemalteca.

Establecer correlaciones entre moléculas HLA-1 y posiciones del gen gag en las
poblaciones estudiadas, resulté dificil ya que en lo que a la base de datos de Los Ala-
mos respecta, los datos puestos a disposicidn tienen un sesgo hacia poblaciones cau-
casicas y poblaciones de Africa. Ademas, la falta de informacién del perfil inmunoge-
nético de la poblacion guatemalteca dificulta anticipar correlaciones claras. Se podran
determinar correlaciones mas evidentes una vez que la base de datos de la cohorte
guatemalteca del CIENI esté completa, ya que con la informacién que esta disponible
actualmente no se pueden reconocer diferencias significativas en las frecuencias aléli-
cas de los genes HLA-I entre las poblaciones mexicana y guatemalteca que pueden
estar influyendo en lo observado en este trabajo. Sin embargo, al analizar la Fig. 6.8 y
la tabla 6.4, se puede observar que si hay varias diferencias significativas en las fre-
cuencias de alelos HLA-I entre las poblaciones, lo que muy probablemente apoyara las
observaciones realizadas en el presente estudio de adaptacion viral diferencial en las
dos poblaciones, una vez concluidos y ampliados los analisis.

No fue posible identificar nuevas asociaciones ni identificar epitopos presenta-
dos por los alelos HLA-I que arrojaron los andlisis de PDN y la base de datos de Los
Alamos; sin embargo, se pudieron identificar aminoacidos que juegan un papel impor-
tante en el desarrollo de la infeccion por VIH en las poblaciones mexicana y guatemal-
teca. Las posiciones destacadas por su relacién con moléculas HLA-I y por ser diferen-
tes en las poblaciones mexicana y guatemalteca son p24-gag 146, por su relacién fuer-
te con los alelos HLA-C*07 (las frecuencias alélicas de estos genes parece ser significa-
tivamente diferente en las poblaciones mexicana y guatemalteca) y p24-gag 248, por
ser una posicién que se relaciona con alelos HLA-I tanto en el analisis de PDN como en
la base de datos de Los Alamos, también fue una posicién bajo presion selectiva posi-
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tiva segun el andlisis con Data Monkey tanto en la poblaciéon guatemalteca como en la
mexicana y ademas difiere en las secuencias consenso de las poblaciones. Estos resul-
tados pueden dar pie a investigaciones mas amplias y profundas sobre este tema. Es-
tds posiciones ademas, resultan muy interesantes para el desarrollo de tratamiento
antirretroviral ya que se ubican en la porcion de gag que codifica la proteina p24, que
es un blanco terapéutico ideal por ser una regiéon sumamente conservada dentro del
genoma del VIH.

La Fig. 6.9 resume los resultados obtenidos en los analisis con el servidor Data
Monkey y las posibles correlaciones de las posiciones bajo presion selectiva positiva y
alelos HLA-I que se llevaron a cabo en este estudio para caracterizar el gen gag que
circula en las poblaciones mexicana y guatemalteca.

Aunque una de las mayores limitaciones de este estudio fue el reducido tamaiio
de muestra que se utiliz6, tanto los analisis filogenéticos como los de variabilidad y los
que buscan correlaciones entre moléculas HLA-I y posiciones del gen gag de VIH arro-
jan resultados interesantes que deben considerarse al llevar a cabo estudios més pro-
fundos y detallados sobre este tema.
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Figura 6.9. Caracterizacion del gen gag de VIH circulante en la poblacién mexicana y guatemalteca. La
figura esquematiza el gen gag de VIH que circula en la poblacién mexicana (A) y en la guatemalteca (B) ca-
racterizado en este estudio. En rojo, se indican las posiciones en las que las secuencias consenso de México y
Guatemala difieren. En verde se sefialan los sitos bajo presion selectiva positiva segtin el analisis con el ser-
vidor Data Monkey. Las posiciones subrayadas son posiciones bajo presion selectiva positiva que coinciden
en las poblaciones mexicana y guatemalteca. Los aminoacidos escritos con un tamafio de letra mayor, son
aquellos que se correlacionan con moléculas HLA-I tanto en la base de datos de Los Alamos como en el anali-
sis de red de dependencia filogenética (PDN). Las flechas bidireccionales indican una relacién contundente
(Ia posicidn se relaciona con el alelo HLA-I tanto en la base de datos de Los Alamos como en el andlisis de
PDN) entre una posicién del gen gag de VIH y un alelo HLA-I. La estrella amarilla indica que una posicién
difiere en las secuencias consenso de México y Guatemala, estd bajo presion selectiva positiva en ambas po-
blaciones y se correlaciona con alelos HLA-I en la base de datos de Los Alamos y en el analisis de PDN.
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Figura 6.10. Comparacién de la proteina Gag de VIH-I de México, Guatemala y un subtipo- b circulante
en Estados Unidos. La figura muestra las secuencias de cada una de las poblaciones analizadas (Méx- rojo,
Gua- anaranjado y USA- azul) destacando con colores las posiciones que difieren entre las tres secuencias.
Las flechas indican las posiciones bajo presion selectiva positiva y el color de la flecha refiera a la poblacién a
la que pertenecen. A la izquierda de las flechas se indica la molécula HLA-I con la que se asocian ciertas posi-
ciones bajo presidon selectiva en el analisis de PDN. Las flechas bidireccionales azules enmarcan epitopos de
alelos HLA-I frecuentes en las poblaciones caucasicas y el epitopo en negro (C*07) representa la asociacion
solida del alelo con la posicion (p24- gag 146) bajo presion selectiva positiva en ambas poblaciones y tanto
en La Base de Datos de Los Alamos como por el analisis de PDN. El alelo C*0404 que asocia a la posicidon p24-
gag 248 se indica en negro ya que es una asociacién comun en las poblaciones mexicana y guatemalteca pero
no fue posible determinar el epitopo que la molécula HLA reconoce.
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Capitulo 8

Conclusiones

A partir de lo observado en este estudio, se puede concluir que existen diferen-
cias puntuales en la secuencia del gen gag de VIH circulante en las poblaciones mexi-
cana y guatemalteca a pesar de ser poblaciones geograficamente cercanas y con una
ancestria amerindia comun. Por lo tanto, se confirma que tanto el perfil inmunogené-
tico de una poblaciéon como la ancestria, geografia y la dinamica de flujo génico entre
diferentes poblaciones determinan en gran medida, las caracteristicas del virus que
circula en una poblacion. Por esta razon, este andlisis sienta criterios a considerar al
disefiar regimenes terapéuticos y vacunas contra la infeccion por VIH.

La presion selectiva ejercida sobre el gen gag es diferente en México y Guate-
mala, reflejo de esto son las diferencias en la variabilidad de dichas poblaciones que si
bien sigue un patrdn similar en ambas poblaciones, presenta diferencias significativas
en la porcién de gag que codifica la proteina de capside p24 ya que es mayor en la po-
blacién guatemalteca.

El gen gag de VIH circulante en la poblacién mexicana posee un nimero mayor
de sitios bajo presion selectiva que la guatemalteca a pesar de ser menos variable que
esta poblacion. Esto puede explicarse por la fijacién de mutaciones seleccionadas por
HLA (identificadas como posiciones bajo presion selectiva negativa) en mayor pro-
porcion en la poblacién mexicana que en la poblacién guatemalteca, donde se obser-
van mas posiciones bajo presién selectiva positiva asociadas a HLA, en las cuales las
mutaciones seleccionadas no han alcanzado niveles altos de fijacién en los virus circu-
lantes.

No fue posible trazar relaciones claras entre posiciones del gen gag de VIH y
moléculas HLA-I pero se identificaron dos posiciones del gen que resultan de gran
interés (p24-gag 146 y p24-gag 248), que deben considerarse en futuros estudios
sobre este tema y que sugieren un impacto diferencial de las moléculas HLA-I en la
evolucion del VIH a nivel poblacional incluso en poblaciones geograficamente cerca-
nas y con origenes étnicos similares.
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