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Fig15a .- Amplificacion del gene Env de VIH en ADN gendémico de
sangre periférica por PCR en nido (nested) en muestras de Nuevo
Leén. Gel agarosa al 1.5 % tefiido con bromuro de etidio. Marcador de
peso molecular 1 Kb (M), los carriles del 1-9 corresponden a muestras
de Nuevo Leo6n y presentan un producto amplificado de 1.2 kb, control
negativo (-) y control positivo (+).

1.2kb

Fig 15b .- Amplificacion del gene Env de VIH en DNA genémicode
Sangre Periférica por PCR nested en Muestras de Nuevo Leén.
Gel agarosa al 1.5 % tefiido con bromuro de etidio. Marcador de peso
molecular 1 kb (M), el carril No.1 corresponde a la muestra No. 10 de
Nuevo Leon y presentan un producto amplificado de 1.2 kb, los carriles
2 y 3 corresponden a los controles positivo (+) y negativo (-)
respectivamente.
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Figi6a.- Amplificacion del gene Env de VIH en ADN genémico de
sangre periférica por PCR en nido (nested) en muestras de
Jalisco. Gel agarosa al 1.5 % tefido con bromuro de etidio.
Marcador de peso molecular (M), los carriles 1-6 corresponden a las
muestras 1-6 de Jalisco y presentan un producto amplificado de 1.2
kb, control negativo (-) y control positivo (+).
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Fig 16h- Amplificacion del gene Env de VIH en ADN genémico
de sangre periférica por PCR en nido ( nested) en muestras de
Jalisco. Gel agarosa al 1.5 % tefiido con bromuro de etidio.
Marcador de peso molecular (M), los carriles 1-5 corresponden a las
muestras 7-11 de Jalisco y presentan un producto amplificado de
1.2 kb, y a los controles positivo (+) y negativo (-).
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Fig. 17a.- Amplificacion del gene Env de VIH en ADN
genémico de sangreperiférica por PCR en nido (nested) en
muestras de Puebla. Gel agarosa al 1.5 % teflido con bromuro
de etidio. Marcador de peso molecular 1 kb (M), los carriles 1-4
corresponden a las muestras 1-4 de Puebla y presentan un
producto amplificado de 1.2 kb, control negativo (-) y control
positivo (+).

Fig.17b .- Amplificacion del gene Env de VIH en ADN
gendémico de sangre periférica por PCR en nido (nested)
en muestras de Puebla. Gel agarosa al 1.5 % terfiido con
bromuro de etidio. Marcador de peso molecular 1 kb (M), en el
gel A, los carriles 1-5 corresponden a las muestras 5-9 de
Puebla y a los controles negativo (-) y positivo (+) y en el gel B
los carriles 1-3 corresponden a las muestras 10-12 de la ciudad
de Puebla las muestras que se encuentran en ambos geles
presentan un producto amplificado de 1.2 kb.
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Fig.18a .- Amplificacion del gene Env de VIH en ADN
gendémico de sangre periférica por PCR en nido (nested)
en muestras de Yucatan. Gel agarosa al 1.5 % tefiido con
bromuro de etidio. Marcador de peso molecular 1 kb (M), los
carriles 1-2 corresponden a los controles positivo (C+) y al
negativo (C-) los carriles 3-8 corresponden a las muestras 1-6

de Yucatan que presentan un producto amplificado de 1.2 kb.
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Figl8h- Amplificacién del gene Env de VIH en ADN genémico
de sangre periférica por PCR en nido(nested) en Muestras
de Yucatan. Gel agarosa al 1.5 % tefido con bromuro de etidio.
Marcador de peso molecular 1 kb (M), los carriles 1-7
corresponden a las muestras 7-13 de Yucatan que presentan un
producto amplificado de 1.2 kb.



4.3.Clonacién y Obtencion de ADN Plasmidico de los Productos

Amplificados por PCR

En 65 de las 67 muestras analizadas en este estudio, los productos de la
amplificacién fueron clonados para caracterizar las secuencias de los nucledtidos
en el vector TA pCR-2.

Para analizar las clonas positivas, se tomaron las colonias blancas y las
cuales se cultivaron en el medio LB con ampicilinase para posteriormente aislar el
ADN plasmidico utilizando un estuche de QIAGEN; siendo este, el método
alternativo para determinar si el plasmido contenia el inserto mediante una
reaccion de PCR. Los oligonucledtidos utilizados en esta reaccion de PCR fueron
Es7 y Es8, diferentes a los utilizados para la amplificacién del ADN por PCR en
nido {nested).

Para visualizar si el gene Env fue clonado usando el sistema de Vector T
por PCR a partir de colonias transformadas, se utilizé un gel de agarosa al 1.5%
tefido con bromuro de etidio, observandose que las 65 muestras clonadas de
ADN de los pacientes infectados con VIH, mostraron un producto amplificado de
700 pb, como se puede observar en las figuras 19 — 23, donde se muestra las
amplificaciones por PCR a partir de colonias transformadas y minipreparacién de

ADN plasmidico para los cinco estados.
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Fig19a Determinacion del gene Env clonado usando el sistema
de Vector T por PCR a partir de colonias transformadas. Gel de
agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio. Marcador de peso
molecular de 1kb (M). Los carriles 1-15 en la figura A son colonias
transformadas que muestran un producto amplificado de 700 pb
provenientes de las muestras 1-15 de la Ciudad de México y en la
figura B se presenta el mismo producto amplificado de las muestras
16-21 en los carriles 1-6

A B
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s g g

Fig 19b .- Minipreparacién de Plasmido obtenido de colonias
transformadas con el Vector T y el producto de PCR de 700 pb .
Marcador de peso molecular 1kb. Gel de agarosa al 1.5% tefiido con
bromuro de etidio.En la figura A en los carriles 1-15 se muestra el
ADN plasmidico de las muestras 1-15 de la Ciudad de México y en la
figura B se presenta en los carriles 1-6, el ADN plasmidico de las
muestras 16-21

<— 700bp
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Fig20a Determinacion del gene Env clonado usando el sistema de
Vector T por PCR a partir de colonias transformadas. Gel de
agarosa al 1.5% tefido con bromuro de etidio. Marcador de peso
molecular de 1kb (M). Los carriles 1-10 son colonias transformadas
que muestran un producto amplificado de 700 pb provenientes de las
muestras 1-10 del estado de Nuevo Ledn

M 12345678910

Fig 20b .- Minipreparacion de Plasmido obtenido de colonias
transformadas con el Vector T y el producto de PCR de 700 pb .
Marcador de peso molecular 1kb (M). Gel de agarosa al 1.5% tefiido
con bromuro de etidio.En los carriies 1-10 se muestra el ADN
plasmidico de las muestras 1-10 del estado de Nuevo Leén .
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Fig 21a Determinacion del gene Env clonado usando el
sistema de Vector T por PCR a partir de colonias
transformadas. Gel de agarosa al 1.5% tenido con
bromuro de etidio. Marcador de peso molecular de 1kb
(M). Los carriles 1-11 son colonias transformadas que
muestran un producto amplificado de 700 pb provenientes
de las muestras 1-11 del estado de Jalisco
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Fig 21b .- Minipreparacion de Plasmido obtenido de
colonias transformadas con el Vector T y el producto
de PCR de 700 pb . Marcador de peso molecular 1kb (M).
Gel de agarosa al 1.5% tefido con bromuro de etidio.En los
carriles 1-11 se muestra el ADN plasmidico de las
muestras 1-11 del estado de Jalisco.
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Fig22a- Determinacién del gene Env clonado usando el sistema
de Vector T por PCR a partir de colonias transformadas. Gel de
agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio. Marcador de peso
molecular de 1kb (M). Los carriles 1-12 son colonias transformadas
que muestran un producto amplificado de 700 pb provenientes de las
muestras 1-12 del estado de Puebla.
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Fig 22b.- Minipreparacion de Plasmido obtenido de colonias
transformadas con el Vector T y el producto de PCR de 700 pb .
Marcador de peso molecular 1kb (M). Gel de agarosa al 1.5% tefiido
con bromuro de etidio.En los carriles 1-12 se muestra el ADN
plasmidico de las muestras 1-12 del estado de Puebla.
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Fig23a- Determinacién del gene Env clonado usando el sistema
de Vector T por PCR a partir de colonias transformadas. Gel de
agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio. Marcador de peso
molecular de 1kb (M). Los carriles 1-13 son colonias transformadas
que muestran un producto amplificado de 700 pb provenientes de las
muestras 1-13 del estado de Yucatan
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Fig 23b .- Minipreparacion de Plasmido obtenido de colonias
transformadas con el Vector T y el producto de PCR de 700 pb .
Marcador de peso molecular 1kb (M). Gel de agarosa al 1.5% tenido
con bromuro de etidio.En los carriles 1-13 se muestra el ADN
plasmidico de las muestras 1-13 del estado deYucatan



4.4. Secuenciacion de Genes del VIH-1

A la region C2-V5 del gen env de cada una de las 35 muestras (amplificadas y
clonadas) y dos muestras sin haberse clonado, se le determind la secuencia de
nucledtidos de ambas cadenas mediante el procedimiento enzimatico establecido
por Sanger, realizandose en un secuenciador automatico ABI 373A (Applied
Biosystems , Foster City, CA).

Las secuencias generales en este estudio correspondieron a las secuencias
que presenta el virus subtipo B de referencia HXB2 en las posiciones 6594-7756
(26). Se analizaron clonas multiples (hasta de 5), las cuales fueron secuenciadas
para confirmar una capacidad Gnica de la muestra, escogiéndose una clona por
muestra para los andlisis . Las secuencias de nucleotidos fueron ensambladas y
editadas con el programa Sequencher v.3 (Gene Codes Corporation, Ann Arbor,
MI).

En las figuras 24 y 25 se muestran el cromatograma de los nucledtidos
pertenecientes al tetrapéptido del asa V3 y los oligonucledtidos utilizados en las

reacciones de secuenciacion.
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Fig 24 .- Oligonucleétidos utilizados en la Secuenciacién de genes de VIH-1.
Las secuencias de los oligonucleétidos fueron ensambladas y editadas en un
Sequencher v.3

CCAACARCAACACAAGARGARGTATACATATAGE ARGAGCATTTTATGCARCAGGAGACGTAATAGGA

CCRHCHRCHHCRCHHGHHBHHGTRTHCHTQTH1' 3A WGCATTTTATGCARCAGGAGACGTRATAGGA
CCAACAACAACACAAGARGAAGTATACATATAGGACCAE IBRGCATTTTATGCARCAGGAGACGTAATAGGA
¥ L]

680 T600 T70
CATTTTATGCAARCAGGAGACGTAATAGGA

Fig 25 .- Cromatograma mostrando los nucleétidos pertenecientes al
tetrapéptido GPGR del paciente de NL-9 clona 2.



4.4.1. Analisis del alineamiento

Se realizaron alineaciones multiples del ADN utilizando CLUSTAL W, v.1.7
(20).

4.4.1.1. Ciudad de México

La figura 26, muestra el alineamiento de las proteinas del VIH-1 obtenido de
las muestras provenientes de 21 individuos infectados de la ciudad de México. La
cantidad de aminoacidos(aa) presentes en el asa V3 fue de 35, aunque solo 3
muestras presentaron 34 aa debido a que 2 de ellas presentaron una delecion en
la posicion 319 y la ofra, en la posicibn 320 del alineamiento del gene env
correspondiente a las proteinas del VIH-1 subtipo B de referencia HXB2.

El tetrapéptido del asa V3 GPGR (Glicina, Prolina, Glicina, Arginina)
caracteristico del subtipo B se conservé en 16 muestras (76%), obsevandose en
las cinco restantes los siguientes tetrapéptides: GPGG, GPGS, GPGA, GWGR,
y APGR.

So6lo se observd un sitio de N-glicosilacion conformado por NxT
(Aspargina_aa_Treonina) o por NxS (Aspargina_aa_Serina) localizado en la
posicion 262, el cual se mantiene completamente conservado con respecto al
subtipo B de referencia HXB2. Ocho 8 cisteinas de las 10 que se encuentran en la
region C2-V5, fueron altamente conservadas. En la muestra 14 presenté 2
mutaciones en las posiciones 330 y 380 del alineamiento, presentando en su lugar
una Glicina y una Arginina respectivamente, la primera mutacion se presentd en la

segunda cisteina del asa V3.

80



RE?.I £A 9P OIWRAS] MO UpesocNB ap OUS yvy BPEAIBSUOD BUIMEI0 ,

HASINLN *NST
T B A a ONIE " " * * NNNO -9 R -0 ! AR AORINNYLENML ==~ "=~ =}~§
T H-pemm=mmeesPLL * * * RVD -A-N-==¥ 1 ¢ o SRR NSO IOOMID-5~ === " == =)= fmmm o=l = m o m e m e
==ty AN L-NIISE* " * *HIA---=A: 1-5-d-0 MEmnmnmsnsntaf £50 423 H1s NSAALNNML *-=-¥p: ey
Y= mm e T h D= = = i Y= P =GN NN A===D Jmmmmmmma s et O TN ML SNE - D = ~H -~ m = e e R
R 3===A==NOADN * JONT == ===~ Sl S L §==§""* """ *HOSINNNOEL an
o YANSD® * * “MH-----1 A== D= =mN* **** " HHLEH" * SMHVDS - =~ * === =Gl e m e e
1=88E88° " "N " 3 £ ?iluhn ....... 'OELHR .-Elﬂill:.l:lﬂls lllllllllllll -
1-=3NB" * * * O8-——=---m -]} ] ~O-==1--QN"**** * 4418 NENSMI-5~---" §
U~==1 =N A==LIR" """ L | o S - g (¥ RURRREEL ANAZ: A ===
..... ooN--————T 1% AN+ PO
: | S L H A 3 NNSOOL* * "ODLSN" “MLIN" *~~-* a L
¥ * & NGLN- 1-§ 4 T=~EN" """ SOBLNNT ™ ¥
o e B2 L R L R e o e ey 11 bl THELC G P 50 N-d -
3= *NDSD" " *N"* 1 5 ~T-GN“DOLANTONIAN® * ALSNSd-—=* 4 -
==t £ TR-—4-—-34-%-§ W “ON* " ** * *3MLTSHMLENSASA === * ¢
L-N1"SN"* " "HOO- T ~OH" " N LS INNOSLNNOL -~ * -a ]
L 1 X L1 "N~ A-T-5 A L 0t T
¥ 1 SN P A MO SOSININOLEND--~" N

N HNLLA® * LN e o g SRRRRRLALT T “anmd e
gggﬂgﬁ_u_=:p..-&luunﬁ._ﬂp:amwu&aassg.—Snguag-!!IE&I-#EE.:!EEEEE-E

¥ 4 H-D 3 4-336°" T ENL -3 L-ALN' " * " NaSE A=
1-8

® =
-
=
=

H

-
@
-

=
.

B e i e e 1 B i S e B e C S S B R (1 N $ e ! e

e =mmme Y=Y N - T~ T— R~ BARN =Y === IH-¥¥--ABAS———H-d@i—--—— ==d=Q8==N==~=~ 34 a-34

||||||||||| MORL* “ D H-3L4 q--¥ VIV-Bi~——————-——A-¥~L Ll 1 A-T-5=-==F0-H-K 1
===d8-3--=-3408 * “¥i---V-—0———LAN-L-A-——-=-0"-¥i IH-54 S-3--A =l 45 et L
===f—l=em=iO==" P B AT —FLON -~ A~~~ —-A-DNA -~ §-= =~ IH -~ NN~~~ T s
s=e——=—= =" * NS I --Y s -a°-v IH-§4~———§-———4- 0N~~~ L =] &

e L= * =~ BT~ 200K ] 13-5% v N---0-T A A4 3 1 1

=& 304~ *——-D--8 H-A-O WE-¥i-~Y--~TH-S4§ -~ ~5-~——-0-3-1 NS §-1 > TR PR y

e S ety Pemmmeee ~TH-Of~~=————————F~d~A= === H~150~~ L= O-3---1-H

.......... e e ' e B B s £ - B S o S | N—a-—a- 0 $-3---1~N-
—mm=—=y===)Oi = ¢ g-—F D ——— a--¥ TH-54 A= N===(==mmn W 1 e G Q===
m——fm——— SH=-p° * * ~—-OV-—4A-0—0-2-T- AN 1d-54 1-H-Y¥--0 e N===H=§=J=N== ===l mmm e

B et T SR K-——EV-T NO-¥ IH-D%----D A== === f == a AT NLg----1 e
-=-B--1-4-Q"¥4===1"F-=-N--T¥ T 8---4 TH=0 === e G—Bm= ¥ * ] e

B e F S SR S B A 3 ] 1d-Bl----§--T-§-H-d-L---—-N-D-0F Y- =--==nm NGt e
B i e B £ B 1 3-Q8--Y==mmmmmmmmmmmmmm 4-§ 2-3--~1

......... B | e | - T o O L A - e
e e & e - S EEE R ¥~ -~ 14-0)-——H q1d-4 Temapmemnnnnn L E I ISR

==IQ-T-===" A== " =P e e e L e L N | L, St — oA ————-

m=efeemaeaa gttt N Y ——DIH ==, AR == === s g e i TK-~——— s o it S i,
e B B e e o L e L Ymmmmas g=——== e A—mmmmmmme Hmmmmmmm e e
OSSONAATLINN- L 308 —~¥DILATONTLRNDIVES T .n-::‘_.ﬁ 1GOT 1IOLIAIVHDID -1 T2 mrgimxr..,ﬁgigu ugﬁgﬂ_gﬁguggﬁﬂﬁiﬁwizz

Nom

0P| 3P PEPNL) ] I SENSIN (07143 PP SA-TD U01Eaa) AU [-HIA P s¥219)0.d SEUINIIG SB[ IP OJUNWBIUITY

1°1Z xm
102 %W
1761 ¥m
191 wm
LT
1°91 *u
151w
181 xu
11 *m
z' 7w
T
TU01 ¥m
176 ¥m
z°g ™
1w
z'9 wm
Vg m
£y .
1'g ¥m
z'2 m
£
L 8391

188 £
1m0z vm
161 ¥m
18T ¥
1L xm
191 xm
1°57 M
T8 ¥m
TUET Em
zzr am
T
T 0T
17 xu
AL
1oL we
z'9 ¥
¥g W
£y
1
Farae ]
€7 W=
vEgez




4.4.1.2. Estado de Nuevo Leoén.

La figura 27 muestra el alineamiento de las proteinas del VIH-1 obtenido de
muestras provenientes de 10 individuos infectados del estado de Nuevo Leon. La
cantidad de aminoacidos presente en el asa V3 fue de 35. El tetrapéptido del asa
V3 GPGR (Glicina, Prolina, Glicina, Arginina) caracteristico del subtipo B se
conservé en 8 muestras (80%), presentandose en las ofras dos los siguientes
tetrapéptidos: GPGS y GPRR.

Se observaron cinco sitios de N-glicosilacion conformado por NxT
(Aspargina_aa_Treonina) o por NxS (Aspargina_aa_Setina) completamente
conservados con respecto a las proteinas del gene Env del subtipo B de referencia
HXB2, localizados en las posiciones 241, 262, 295, 301 y 45; mientras que en la
posicién 276 se localizé una region altamente conservado. Por otra parte, las 10

cisteinas presentes en la region C2-V5 estan conservadas.
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4.4.1.3. Estado de Jalisco.

La figura 28 muestra el alineamiento de las proteinas del VIH-1 obtenido de
las muestras provenientes de 11 individuos infectados del estado de Jalisco. La
cantidad de aminoacidos presentes en el asa V3 fue de 35; aunque 2 muestras
presentaron 34 aa debido a que 2 de ellas (J 5y J 11) tuvieron una delecién en la
posicion 319 del alineamiento del gene env correspondiente a las proteinas del
VIH-1 subtipo B de referencia HXB2. El tetrapéptido del asa V3 GPGR (Glicina,
Prolina, Glicina, Arginina) caracteristico del subtipo B fue conservado por 7
muestras (64%) presentando las cuatro restantes los siguientes tetrapéptidos:
GPGK (2) HPGG, GPGS.

Solo se observaron tres sitios altamente conservados de N-glicosilacion
conformado por NxT (Aspargina_aa_Treonina) o por NxS (Aspargina_aa_Serina)
localizados en las posiciones 301, 355 y 458 del alineamiento de las proteinas del
gene Env del subtipo B de referencia HXB2, asi como 10 cisteinas conservadas

en la regién C2-V5.
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4.4.1.4. Estado de Puebla.

La figura 29 muestra el alineamiento de las proteinas del VIH-1 obtenido de
las muestras provenientes de 11 individuos infectados del estado de Puebla. La
cantidad de aminoacidos presentes en el asa V3 fue de 35. El tetrapéptido del asa
V3 GPGR (Glicina, Prolina, Glicina, Arginina} caracterlstico del subtipo B fue se
conservé por 9 muestras (75%) mientras en las otras tres se observaron los
siguientes tetrapéptidos: GPGS(2) y RPGR.

Solo se observd un sitio de N-glicosilacién conservado completamente,
conformado por NxT (Aspargina_aa Treonina) o por NxS (Aspargina_aa_Serina)
localizado en las posiciones 241 del alineamiento correspondiente a las proteinas
del gene env del subtipo B de referencia HXB2 y otros dos localizados en las
posiciones 262 y 301 que fueron altamente conservados.

Ademas, sélo nueve de las 10 cisteinas presentes en la region C2-V5 se
observaron conservadas, mientras la cisteina localizada en la posicidn 423

presentd una mutacién por Tirosina.
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4.4.1.5. Estado de Yucatan,

La figura 30 muestra el alineamiento de las proteinas del VIH-1 obtenido de
las muestras provenientes de 11 individuos infectados del estado de Yucatan. La
cantidad de aminoacidos presente en el asa V3 fue de 35 excepto la muestra Y2
que presenta una insercién de Prolina en la posicion 310, lugar previo al
tetrapéptido GPGR, presentaron deleciones en la posicion 320 las muestras Y7,
Y8, Y11. El tetrapéptido del asa V3 GPGR (Glicina, Prolina, Glicina, Arginina)
caracteristico del subtipo B se conservo en 7 de las 13 muestras analizadas
(54%), observandose en las seis restantes los siguientes tetrapéptidos: GPGG(2),
GPEG, GPGS y APGR(2). Se observd solo un sitio de N-glicosilacion
completamente conservado, conformado por NxT (Aspargina_aa_Treonina) o por
NxS (Aspargina_aa_Serina) localizados en las posiciones 262 del alineamiento
correspondiente a las proteinas del gene Env del subtipo B de referencia HXB2 y
otros dos localizados en las posiciones 241 y 276 que fueron altamente
conservados. Por otra parte, nueve de 10 cisteinas presentes en la region C2-V56
se mantienen conservadas, mientras que en la muestra Y12, |a cisteina localizada
en la posicién 45 presentd una mutacién por Arginina .

Al analizar las secuencias de cada estado a lo largo de la region C2-V5,
encontramos que el tetrapéptido GPGR (Glicina-Prolina-Glicina-Arginina), el cual
es predominante en el subtipo B del VIH-1, fue conservado en 47 (70%) de las
muestras estudiadas. Fueron observadas un 30% de mutaciones en esta region:
GPGS (6 casos) GPGG (3), APGR (3), GPGK (2), GPGA (1), GPRR (1), HPGG

(1), RPGR (1) GPEG (1) y GWGR (1). (Tabla 6-7 y figura 31a-b)
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