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: CAPITULO 1

IMPORTANCIA Y ORIGINALIDAD

El Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), es considerada como una
pandemia que al igual que otras enfermedades requiere del diagndéstico, vigilancia
y tratamiento efectivos. En la actualidad ésta se encuentra en una fase
impredecible e inestable, tan sdlo en 1999 se infectaron 5.6 millones de
individuos, llevando a un total global de 33.6 millones, se conoce que a finales
de 1999 habra cerca de 50 millones de individuos que han sido infectado con el
VIH, de los cuales 16 millones ya han fallecido.

En México, al igual que en el resto de los paises del mundo, El VIH/SIDA se
ha convertido en un serio problema de salud publica, con multiples repercusiones
psicologicas, sociales, éticas, morales, religiosas, econdmicas y politicas. Al 30 de
septiembre de 1999, los casos diagnosticados en el pais suman 40,743 casos de
SIDA ya desarrollado, sin tomar en cuenta el 35% en el retraso en la notificacion y
el 18.5% en el subregistro, o que nos da un total estimado de 62, 540 casos. Se
estima que 187,621 estan viviendo con el VIH sin haber presentado todavia las
manifestaciones clinicas de la enfermedad.

Esta infeccidbn se ha venido incrementando en el pais con una relacion
estimada de 3,000 a 4,000 casos por afio, se estima que 37 mil 524 ya han
fallecido. En México el SIDA es |a tercera causa de muerte en el ambito nacional

entre hombres de 25 a 34 afios y la sexta entre mujeres de esa misma edad.



A pesar de todos los esfuerzos que se han hecho para difundir los
conocimientos de los aspectos epidemioldgicos, de diagnostico, tratamiento y
prevencién, el numero de casos reales es mayor que el informado por las
autoridades; por lo tanto, las consecuencias socioeconémicas son mucho mas
graves.

El VIH-1, es un virus que experimenta una alta variacion genética, ésta,
causa cambios en el tropismo, virulencia y transmision de la infeccidon. Nuevas
variantes y/o subtipos del VIH-1 se encuentran circulando ,con un amplio rango de
propiedades de virulencia y transmision que estan surgiendo y dispersandose
alrededor del mundo en una forma alarmante .

Por lo tanto, una adecuada vigilancia epidemiolégica para el VIH/SIDA, asi
como el conocer, caracterizar y analizar el subtipo predominante, su diversidad
genética en nuestro pais deben de ser evaluadas en un esfuerza para definir los
patrones de distribucion geografica, para comprender la problematica sobre su
diseminacién, epidemiclogia, sobre el desarrollo de antivirales y sobre todo el

diseno de vacunas.



CAPITULO 2

INTRODUCCION

2.1. Origen e Historia del Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida

El SIDA fue reconocido como una nueva y distinta entidad clinica en 1981.(1,2)
Los primeros casos fueron reconocidos por un grupo de enfermedades inusuales
como la neumonia ocasionada por Pneumocystis carinii 0 el Sarcoma de Kaposi
que se presentaron en hombres homosexuales jovenes(3) ademas, de que fue
observado un patron de inmunodeficiencia clinica. Como la mayoria de estos
casos estaba relacionado a este tipo de individuos, este sindrome podria estar
relacionado al estilo de vida de este grupo de poblacion. Los casos de SIDA
fueron inmediatamente reportados en ofro grupo de poblacion incluyendo
drogadictos y hemofilicos, aunque estos grupos pudieron no estar expuestos a
dosis inmunoestimulatorias de esperma extrafio como los homosexuales, sino a
exposicioén frecuente de ciertos antigenos tisulares o a proteinas extrafias. En el
caso de los hemofilicos habian recibido factores de la coagulacién obtenido de un
conjunto de plasma obtenido de una gran cantidad de donadores mientras que los
los drogadictos, por compartir jeringas contaminadas con pequefias cantidades de
sangre provenientes de ofro drogadicto.(4) Posteriormente esta enfermedad fue
observada en individuos que habian recibido alguna transfusiéon sanguinea(5,6) y
en nifios provenientes de madres que tenian la enfermedad o que eran
drogadictas.(7-9) Otro aspecto importante que presentaron todos estos pacientes

fue la disminucion de sus linfocitos T cooperadores.(10)



En un principio se pensé que el agente causal de esta enfermedad pudo
haber sido un microorganismo mas virulento que haya mutado o bien una variante
genética recombinante, se presumia que el agente causal era el virus de la
Hepatitis B, porque se encontré en una gran proporcion de homosexuales y
también en aquellos que habian recibido alguna transfusion, de igual manera, se
pensaba que era el virus Epstein-Barr porque era un virus linfotrépico e incluso
también fue relacionada esta enfermedad al Citomegalovirus porque estaba
asociada a una inmunosupresion.

Essex(11), Gallo(12) y Montagnier(13) postularon que el agente causal
podria ser una variante de un retrovirus linfotrépico de las células T (HTLV).
Entre las razones de esto era que el HTLV, descubierto por Gallo en 1980, fue el
unico virus humano capaz de infectar a las células T cooperadoras, ademas que
es también transmitido por las mismas vias que el agente causal del SIDA: sexual,
por via sanguinea y por transmision vertical (madre a hijo). El nombre que
posteriormente recibid el virus fue el de Virus de Inmunodeficiencia Humana tipo 1
(VIH-1), al que en un principio se le conocié como HTLV-lll o Virus Asociado a
Linfadenopatia (LAV).

Después que el VIH-1 fue reconocido como el agente causal del SIDA, se
cuestiond la posibilidad de que este virus tuviera su origen en Africa al igual que
el HTLV-1. Posteriormente muestras de suero colectadas de individuos africanos,
en periodos tempranos (1955-1965) fueron examinados para la presencia de

anticuerpos reactivos para los componentes del VIH-1, encontrandose una



muestra positiva(14), que fue reactiva para todos los componentes antigénicos

mayores del VIH-1: gp160, gp120, gp41,p 55, p24yp 17.

2.2. Caracteristicas de los Retrovirus.

En base a sus caracteristicas genéticas y antigénicas se pueden distinguir dos
tipos de Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) el tipo 1 y el tipo 2. El primero
fue identificado como el agente etiolégico de |la epidemia del SIDA en Estados
Unidos, Europa, Africa Central y en la mayoria de otros paises del mundo y es
considerado como el causante de la pandemia actual (1,2) y el segundo, es
endémico en Africa occidental, el cual fue inicialmente identificado por serologia y
subsecuentemente identificado por aislamientos virales (3,4) y el mas relacionado
al virus de la inmunodeficiencia del simio (SiVmac).(4)

El VIH 1 y 2, se diferencian en su estructura genémica y su antigenicidad,
con s6lo un 50% de homologia en sus genes, ambos pertenecen a la familia
Retroviridae, un grupo de virus pequefio, que poseen envoltura y ademas un
genoma ARN, su nombre se debe al hecho de que el proceso de transcripcion se
realiza en direccion inversa (ARN a ADN) antes de que se incorpore al genoma
de las células del huésped y se inicie la replicacién viral, este paso retrégado
esencial es dependiente de una enzima viral llamada transcriptasa en
reversa.(5,6)

Los retrovirus pertenecen a la subfamilia de los Lentivirinae, la cual tiene
virus representativos en los gatos, carneros, caballos y cabras. Los Lentivirus

son exogenos, no oncogénicos, causan infecciones persistentes con largos



periodos de incubacion. Estos virus generalmente infectan células del sistema
inmune como los macrofagos y las células T, produciendo efectos citopaticos
como la formacion de sincitios y muerte celular(5,6) Las infecciones lentivirales no
son eliminadas del organismo facilmente por el sistema inmune y su dafo se
acumula por muchos afios, esta importante caracteristica es reflejada en el
nombre de la subfamilia lenti que significa lento.

Los lentivirus pueden causar inmunosupresion, enfermedades neuroldgicas,

artritis, anemia y neumonia. La tabla No. 1 enlista a los virus representativos de

esta familia. (5,6)

Tabla 1. Virus Representativos de la Familia Retroviridae
Subfamilia Lentivirinae

SUBFAMILIA GRUPO VIRUS REPRESENTATIVOS ENFERMEDAD
OCASIONADA
Lentivirinae Lentivirus | VIH-1 SIDA
VIH-2 SIDA
Virus. de Inmunodeficiencia del [ SIDA
felino
Virus VISNA Enfermedad neurolégica
Virus de la Anemia Infecciosa del | Anemia
Equino
Virus de la Encefalitis-Ariritis del | Artritis y encefalitis
caprino




2.3. Estructura Viral y Genética

El VIH-1 es un virus que mide aproximadamente 100 nm de diametro, se
caracteriza por estar formado por un genoma de ARN, constituido por 2 cadenas
idénticas cada una de 9.8 kb de longitud, empaquetadas dentro de un nucleo de
proteinas virales rodeadas de una envoltura formada por una bicapa lipidica
derivada de la membrana celular del huésped. ( 1-3 ) (Figura 1)

Al igual que todos los retrovirus, el VIH comparte la disposicion genémica
bésica caracteristica de todos los retrovirus conocidos, que incluyen los siguientes
elementos: al final de cada genoma se encuentran las secuencias llamadas LTR o
Repeticiones Terminales Largas que regulan la integracion viral en el genoma del
huésped y la expresidon génica del virus, tres genes estructurales: Gag, Pol y Env.
Seis genes accesorios: tat, rev, nef, vif, vpr, y vpu para el VIH-1 o vpx para el
VIH-2, estos genes son capaces de regular la replicacién viral y la infectividad.(1-
3) (Figura 2)

La regién gendmica gag cadifica para las proteinas de la capside, es un
precursor intracelular p55kd, que por accién de una proteasa viral se convierte en
pequenas proteinas constitutivas del nicleo p24, p17, p7 y p6. El precursor gag
p55 kd es llamado también asemblina para indicar su papel en el ensamblaje del
virus.{4)

El gene pol codifica para una proteina precursora, que es escindida para
formar las enzimas virales: transcriptasa en reversa, proteasa, ribonucleasa e

integrasa. Las proteinas transcriptasa en reversa e integrasa son necesarias para



producir una copia de ADN del genoma viral ARN e integrarlo como un provirus
en el genoma del huésped.

La regién gendmica env, codifica para un precursor polipéptido glicosilado
gp160 kd, la cual es procesada por una proteasa para generar las siguientes
glicoproteinas presentes en la membrana, [a gp120 presente en el exterior del
virus y la gp41 en la transmembrana (Figura 1), las cuales se mantienen unidas
después del rompimiento por interacciones no covalentes,(1-6) siendo ambas
moléculas cruciales para la infectividad virus.

Los genes Taty Rev son factores reguladores de la expresion genética del
VIH. E gen Tat es un transactivador transcripcional necesario para la replicacion
del VIH-1,(5,6) de las proteinas accesorias; Vif es un polipéptido de 23 kd que
promueve la infectividad viral pero no la produccion de las particulas del virus.(5,6)
La proteina accesoria Vpr (proteina viral R) es el producto de un gene de 14 kd
que confiere crecimiento rapido a los virus que expresan esta proteina, esta
proteina es homologa a la proteina Vpx presente en VIH-2/VIS agm. (5,6)

La proteina Vpu (proteina viral U) es una proteina tnica para el VIH-1 y no
hay proteinas analogas en el VIH-2, esta proteina permite una liberacién eficiente
de los virus de la membrana plasmatica de las células infectadas por el VIH-1.(5,6)
La proteina Nef, es la proteina accesoria mas inmunogénica, es una de las
primeras proteinas del VIH en ser producida en las células infectadas, ha
mostrado que tiene mulfiples actividades, entre ellas, downregulacion de la
expresion de CD4 en la superficie de las células y causa perturbacion de la

activacion de las células T y participa ademas, en la estimulacion de la infectividad



viral (5). Véase la figura 2 en donde se esquematiza la organizacién gen6émica del

virus y en la tabla 2 donde se enlistan algunas caracteristicas de estos genes.

Tabla 2. Genes y Proteinas del VIH

NOMBRE TAMANO FUNCION LOCALIZACION
Gag MA P17 Interaccion con env virus
Transporte nuclear del core viral
Gag CA P 24 Cépside del ndcleo _ Virus
Gag NC P7 Nucleocapside, se une al ARN Virus
Gag NC P6 Se une al Vpr _ Virus
Proteasa P15 Maduracion y clivaje Gag/Pol Virus
Transcriptasa en | P66 Transcripcion en reversa Virus
reversa P51 Actividad de ARN ase H
Integrasa Integracidn del ADN proviral Virus
Env Gp120 Union al receptor CD4 Envoltura del virus
Gpa1 Membrana plasmética
Tat P16 Transactivador Transcripcional viral | Nacleo/nucléolo
P14
Transporte de ARN Ndcleo/nucléolo
Rev P19 Factor de estabilidad Puente entre nicleo y
Citoplasma
Vif P23 Promueve la maduracion del virus y | Citoplasma
la infectividad Virus
Promueve la localizacion nuclear del | Virus y nucleo
Vpr P10-15 complejo de preintegracion
Inhibe la division celular
Promueve la liberacién extracelular | Proteina integral de
Vpu P16 de las particulas virales membrana
Nef P27-p25 Downregulacion de CD4 Membrana plasmética,
citoplasma

Tomado de Karber et al.(2)




zed eseabagu|
99d H eseNyY
esionas esejduosues)
gd eseajoid

(senogjow Z)
NV

yzd
apisded

Lud
BURIQISW B] B BPRIDOSE
eujajoid

1pdb
|eURIGLUBLUSUR |
eujajosdod|9

0z1db
eujajoirdodt|o

L-HIA 129P einjoni}sa e| ap

eonewanbsa ugloejuasalday * | esnbi4



S
}pdB 0z1db EENT FENE EE

d ed L1d yzd
- [N T W
T SN
1gd siged l'

091dB6

d117.£

dlL1 S

L-HIA |9p esiwouas ugioeziuebiQ 'z einbig



2.4. Ciclo de vida del VIH-1

Para que el VIH penetre en la célula se debe producir la fusion de las membranas
viral y celular (Figura 3). La entrada del VIH-1 en la célula se produce por la
interaccion del virus con al menos dos tipos de receptores. El receptor especifico y
comun a todos los VIH-1 es una proteina que se encuentra en |la superficie de las
células diana y que se denomina molécula CD4. Las principales células que
poseen este receptor CD4 son los linfocitos y los monocitos/macréfagos aunque in
vitro otros tipos celulares pueden ser infectados por el VIH y no todos ellos poseen
la molécula CD4.(1-4)

Mas recientemente se han caracterizado otros correceptores del virus como
son los receptores celulares del tipo CC o CXC de ciertas quimiocinas. El CCR5
es el correceptor para las cepas del VIH con tropismo por los monocitos (M-
tropic), mientras que el CXCR4 es utilizado por las que presentan linfocitotropismo
(T-tropic); este receptor CXC también se denomina fusina. (5)

Se cree que las cepas inductoras de sincitios pueden utilizar ambos
correceptores, aunque fundamentalmente utilicen los CXCR4. Otros receptores
como el CCR3 podrian ser la puerta de entrada del virus en las células que no
expresan los anteriores receptores.( 6 )

Una vez que tiene lugar la interacciéon entre la gp120 y los receptores se
preduce la fusion entre las membranas de la célula y del virus que tiene como

responsable a la gp41 que se insertara en la membrana celular permitiendo la

12



internalizacién de la nucleocépside del virus y la desencapsidacién de su genoma
A7)

Tras la entrada del genoma viral, se inicia la replicacion del virus por
transcripcidn inversa o retrotranscripcion mediada por la transcriptasa inversa del
virus y que conduce a la formacién de la primera cadena del ADN usando el ARN
viral como molde(1,6,8)

La sintesis de la segunda cadena complementaria del ADN requiere la
accion de la ribonucleasa H. La doble cadena asi generada es integrada por
medio de la integrasa viral en el genoma de la célula, aunque parte del ADN
formado puede persistir en el citoplasma de la célula sin integrarse dentro del
genoma celular.(1,6,8) Se cree que en los linfocitos este ADN no integrado podria
producirse por la entrada de multiples viriones en la célula; se sabe que la copia
del material genético del VIH como ADN se almacena en el citoplasma de la célula
(latencia preintegracién) y se va integrando en los cromosomas de la célula a
medida que pasa el tiempo o bien como consecuencia de estimulos sobre la
ceélula. La integracion del ADN proviral en el genoma celular puede depender del
estado de activacion de la célula.(1,8)

El proceso de retrotranscripcion y de integracion no solo dependen de los
factores del VIH ya que en ellos juega un papel importante la propia activacién
celular. Una vez integrado en el material genético de la célula el provirus puede
permanecer latente 0 empezar un proceso de replicacion de una forma limitada o

de una forma masiva, en cuyo caso ocasionara efectos citopaticos sobre la célula

13



mientras que en la latencia, producida tras la integracion del provirus, no se
producen alteraciones patoldgicas.(6)

Diferentes factores, como exposicidon a antigenos, mitdgenos, citoquinas o
virus heterélogos pueden activar la célula y producir una cascada de fenémenos
que inducen la expresion del genoma viral; estos factores, entre los que el NF-Kb
es el principal factor regulador que induce el proceso de transcripcion del VIH a
partir de su estado de latencia, llevan a una nueva transcripcion que supone la
sintesis de ARNm del virus a partir del ADN proviral integrado en la célula. Este
ARN se sintetiza como un uUnico transcritoc que debe ser transportado al
citoplasma de la célula para procesarse en transcritos separados de diversos
tamafios y en los que son de fundamental importancia las proteinas Tat y Rev.(6)

Se piensa que el resto de acontecimientos requieren senales especificas
sin las que sodlo se forman particulas virales inmaduras sin ARN viral. El
ensamblaje del core ocurre en |la membrana celular y parece comenzar con la
asociacion de la proteina p17 de la matriz con el dominio citoplasmatico de la
proteina gp41. También parece que el clivaje de |as proteinas del core se produce
a partir de poliproteinas precursoras durante la formacién de la particula y
después de ella. La sintesis de las proteinas de la envoltura viral se producen en
el reticulo endoplasmico de la célula huésped a partir de la gp160; ésta en el
aparato de Golgi es escindida por una proteasa para producir gp120 y gp41 antes
de transportarlas a la superficie de la célula.(1,6,8 )

La estructura del virion maduro incluye una membrana, que sostiene las

proteinas virales gp120 y gp41, ademas de varias proteinas celulares, un core que
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contiene ARN viral, transcriptasa inversa e integrasa. Otras proteinas no son
empaquetadas en los viriones y solo toman parte en los pasos que preceden a la
liberacion de los virus.(1)

Se piensa que la vida libre de los viriones es muy corta, aproximadamente
de 8-12 horas, y que en 2,6 dias se realiza un ciclo viral completo con salida
desde la célula infectada, vida libre, entrada a otra célula, replicacién intracelular y
salida de viriones maduros. Se ha calculado que cada célula infectada produce del
orden de 10" a 10° particulas virales muchas de las cuales son defectuosas,
estimandose que un 1% del total de los linfocitos del organismo se infectan de

novo cada dia.(6)
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2.5. Inmunopatogénesis de la infeccién por HIV-1

Una variedad de mecanismos virolégicos e inmunolégicos contribuyen al
deterioro progresivo de la funcién inmune y a la progresion de la enfermedad
hasta el SIDA propiamente dicho. Estos mecanismos pueden variar de acuerdo a
las diferentes fases de la infeccién. Entre los mecanismos patogénicos estan: a) la
falta de eliminacion del VIH después de una infeccion primaria, b) una replicacion
persistente en érganos linfoides, c) activacion inmune inapropiada y agotamiento
progresivo de la respuesta inmune y d) destrucciéon del tejido linfoide, el cual
resulta en severo dafio de |la capacidad para mantener a través del tiempo una
respuesta inmune especifica efectiva contra el VIH(1-3).

En base a la duracion de la infeccién por VIH y a la cinética de los eventos
virologicos e inmunolégicos observados a lo largo de la enfermedad por el VIH,
tres patrones de evolucion de la enfermedad han sido descritos:

+ Tipicos progresores, se presentan en un 80-90% de las personas infectadas
por VIH

» Rapidos progresores, se presentan en un 5-10%

e Progresores lentos.- se presenta en un 5% de los individuos infectados por
VIH.

Los tipicos progresores, presentan el tipico curso de la infeccion por VIH
que incluye 3 fases: infeccion primaria, latencia clinica y enfermedad
clinicamente aparente. La infeccién primaria se caracteriza por un sindrome

clinico tipo gripe o mononucleosis infecciosa, con malestar general, fiebre, rash
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maculopapular linfadenopatia, artralgias, mialgias, dolor de cabeza, dolor
retroorbital, fotofobia .

Esta fase es seguida por un pericdo de latencia, ésta fase puede durar
afos(media: 8-10 afios). La progresion a SIDA resulta de una replicacién continua
del virus en los érganos linfoides(1-4)

Después de la infeccion primaria, los tipicos progresores, la viremia
disminuye drasticamente con la induccion de la respuesta inmune humoral y
celular. La caida de la viremia se le correlaciona mejor con la aparicion de
linfocitos T citotéxicos CD8+ (CTL) restringidos por el complejo mayor de
histocompatibilidad. Estas células pueden estar involucradas en Ia
inmunopatogénesis de la infeccién por el VIH, ya que pueden contribuir a la
deplecion de las células presentadoras de antigenos por un mecanismo directo o
indirectamente a través del dafio tisular por citocinas producidas por los CTLs
como el factor de necrosis de tumor o y B ¢ el Interferén y(1-4)

Los rapidos progresores, durante la infeccion primaria los niveles de carga
viral son muy altos y generalmente no caen tan drasticamente como los niveles
que presentan los progresores tipicos, algunos, pueden estar infectados con
cepas de VIH mas virulentas y que se replican mas rapidamente. La respuesta
inmune generalmente es defectuosa, los niveles de anticuerpos son bajos o
ausentes(1-4)

Los No-progresores o progresores lentos, su carga viral generalmente es
baja, algunos pero no todos pueden estar infectados con variantes de VIH

menos patogénicas. No experimentan progresion clinica y tienen cuentas de
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Linfocitos T CD4+ altas > 600 células/pl, ausencia de sintomas al(n en ausencia
de terapia retroviral. Los linfocitos T citotdxicos contra varias proteinas del VIH
incluyendo Env, Gag, pueden ser facilmente detectados(5,6)

El VIH puede replicarse mas eficientemente en células activadas y los
niveles virales se incrementan cuando el sistema inmune de los individuos
infectados es activado por estimulos exdgenos tales como las infecciones por
microorganismos oportunistas(1,2)

El sistema inmune es regulado por citocinas que son continuamente
secretadas en mayor o menor grado. Hay citocinas que inducen la expresion del
VIH, entre ellas estan, IL-1, [L-2, IL-3, II-6, 12, Factor estimulante de los
granulocitos-monocitos (GM-CSF), Factor estimulante de colonias de los
macréfagos (M-CSF), Factor de necrosis de Tumor e y B (TNF )(7)

Entre las citocinas que presentan efectos supresores de la expresion del
VIH estan: Interferén a y b (IFN) y la Interleucina 10 ( IL-10). Finalmente las
citocinas bifuncionales son el IFN y, Interleucina-4 y el Factor Transformador del
Crecimiento B (TGF B) (1,2)

Otro efecto supresor de la replicacion del VIH es por |la presencia de
factores solubles que se encuentran en el sobrenadante de los lInfocitos T CD8+
transformados por HTLV-1 (Virus linfotropico de las células T humanas) o por
individuos infectados por VIH. Estas substancias son debidas a citocinas

quimioatractantes o § quimiocinas , RANTES, MIP-a y B (7-10)
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Es posible que las citocinas jueguen un papel importante en el
mantenimiento de los niveles de expresidn y replicacion del virus particularmente
en los drganos linfoides.

La capacidad del VIH-1 para infectar diferentes tipos de células varia de
aislado a aislado y es referido como tropismo celular, Todas las cepas de VIH
infectan células T CD4+, muchos aislados también se replican bien en monocitos,
pero no en células T transformadas y son clasificadas como con tropismo a
monocitos 0 macréfagos (M-Tropic). Otros aislados particularmente aquellos que
han sido pasados en células linfoides in vitro ( cepas adaptadas a lineas de
células T )son capaces de infectar linfocitos T pero no monocitos 0 macréfaghso
son referidos como cepas con tropismo a células T (T-Tropic). Cuando la
infeccidn por VIH progresa, virus M-tropic son generalmente reemplazados por T-
Tropic. Los primeros son generalmente encontrados que in vitro no inducen la
formacion de sincitios (NS1) o T-Tropic que son inductoresw de sincitios (Sl). El
determinante viral del tropismo celular se encuentra en la gp120 del gene env,
particularmente en el asa V3(1,2)

Feng vy cols, reportaron que el receptor CXCR4 también conocido como
fusina 0 LESTR, fue el coreceptor responsable para que las cepas de VIH T-tropic
entren a las células blanco, en cambio el receptor CCR5 fue el co-receptor para
las cepas de VIH M-tropic. Cepas de VIH-1 M-tropic predominan en la etapa
primaria de la infeccion, estas cepas son las responsables de la infeccidn inicial
aun cuando la pareja que lo haya transmitido hospede ambas cepas M-tropic o T-

tropic. La resistencia aparente a la infeccion conferida por el defecto homocigoto
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en el gene CCR5 fuertemente sugiere que la entrada inicial de las cepas M-tropic
en las células blanco es importante para el establecimiento de la infeccién por el

VIH(1-3)

2.5.1. Caracteristicas Clinicas de la infeccién

El SIDA es una enfermedad infecciosa y transmisible con una elevada
letalidad, que se caracteriza por ser una alteracion adquirida, severa con pérdida
progresiva de la funcidn inmune , que predispone al paciente a infecciones graves
por microerganismas oportunistas y/o al desarrollo de neoplasias.

La infeccién inicial se presenta como un sindrome del VIH agudo,
semejante a un sindrome gripal o parecido a una Mononucleosis Infecciosa, los
sintomas de seroconversion aguda se manifiestan en 2-6 semanas después de la
exposicién del virus (promedio de 21 dias) Este sindrome se caracteriza por
fiebre, linfadenopatia generalizada (figura 4), faringitis cefalea, aftas, mialgias,
artralgias erupcion cutanea, cefalea(1)

En 2-4 semanas después de la infeccion , altas concentraciones del virus
pueden ser detectadas por cultivo o por la técnica de Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR), altos niveles de antigeno p24 son también detectados durante
la fase aguda de |la enfermedad . Durante este periodo de viremia, el sistema
inmune empieza a reconocer y responder a los antigenos del VIH. En 1-3
semanas después del brote de los sintomas, pueden ser detectados anticuerpos
contra el virus, la respuesta inicial de anticuerpos es dirigida contra la gp 160 y

p24 seguida por los anticuerpos contra gp120 y gp41. Los anticuerpos contra la
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region de envoltura generalmente persisten durante todo el curso de la
enfermedad(2-4)

Después de la fase inicial, comienza una fase clinicamente latente, que
puede durar hasta 10 afios. Aunque el virus extracelular practicamente
desaparece de los liquidos corporales durante esta fase, hay una replicacion
constante de la enfermedad en los tejidos linfoides con un mayor numero de
células T CD4+, macréfagos y células dendriticas infectadas. Durante este
periodo puede aparecer una linfadenopatia generalizada (figura 4). Un subgrupo
de pacientes desarrolla un grupo de signos y sintomas que pueden persistir
durante algin tiempo que pueden durar de meses o afios antes de desarrollar al
SIDA(5)

El diagnéstico de SIDA se hace basandose en la clinica y en pruebas de
laboratorio. En la clinica existe la presencia de infecciones por microorganismos
oportunistas, neoplasias, sindrome de desgaste del VIH (figura 4) (caquexia) y
degeneracion del Sistema Nervioso Central (encefalopatia del SIDA) Los
pacientes con SIDA adquieren numerosas infecciones por microorganismos que
no suelen ser patoégenos en los individuos inmunocompetentes (figura 4). La
neumonia causada por Pneumocystis carinii es la infeccion oportunista adquirida
mas frecuente en el SIDA. y es quizé la causa mas comin de muerte en el
SIDA(6-9)

Varios sistemas de clasificacién han sido propuestos para caracterizar la
enfermedad por el VIH, una de ellas, es la propuesta por el Centro de Control de

Enfermedades (CDC, 1993)(12), se basa en la cuenta de CD4 , un marcador que
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es la mejor prueba para poder predecir el riesgo para el desarrollo de infecciones
oportunistas

El sistema de clasificacion propuesta por el Centro de Control de
Enfermedades (CDC) en 1993, enfatiza la importancia de la cuenta de linfocitos T
CD4 en el manejo clinico de las personas infectadas por VIH. El sistema esta
basado en tres rangos de cuentas de linfocitos CD4 y tres categorias clinicas A,B
y C; la combinacion de estos dos aspectos da lugar a nueve categorias diferentes.

Este sistema propuesto por el CDC se describe en la Tabla 3.

Tabla 3. Categorias Clinicas propuestas por el CDC

CATEGORIA CLINICA
Células CD4 A B c
>500/mm° Al B1 c1
200-500/ mm"® A2 T B2 c2
<200/ mm" A3 B3 [o%)

Algunas de las manifestaciones que se presentan en cada una de estas
categorias se presentan a continuacion:
Categoria A.- Infeccién asintomatica por VIH, Linfadenopatia generalizada y
Enfermedad retroviral aguda por VIH.
Categoria B.- Fiebre> 38.5°C, diarrea por mas de un mes, Candidiasis
mucocutanea, Infecciones por Herpes zoster, Purpura Trombocitopénica
Idiopatica, Listeriosis, Leucoplaquia vellosa oral, Enfermedad Pélvica Inflamatoria.,

Neuropatia periférica.
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Categoria C.- Condiciones que definen al SIDA: Cuenta CD4 <200/ mm®

Candidiasis pulmonar o esofagica, Cancer Cervical, Coccidioidomicosis,
Criptosporidiosis intestinal por mas de un mes, Infeccion por Citomegalovirus,
Esofagitis por Herpes, Encefalopatia por VIH, Herpes simple, Isosporiasis,
Sarcoma de Kaposi (Figura 4), Linfoma No Hodking, Enfermedad por
Micobacterias, Neumonia por Pneumocystis carinii, Leucoencefalopatia Multifocal
progresiva. Toxoplasmosis

Existen varias pruebas de laboratorio para diagnosticar y seguir [a
progresion de la infeccién por el VIH, las mas utilizadas para evaluar el prondstico
de la enfermedad.son el recuento de Células CD4+ y la determinacion de la carga

viral, (10,11)
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Figura4-. Manifestaciones clinicas en pacientes con VIH. a)
Linfadenopatia generalizada b) Infeccion por Candida
albicans c) Sarcoma de Kaposi cutaneo y d) Sindrome de
Desgaste por VIH



2.5.2, Respuesta inmune al VIH
A pesar de que los pacientes infectados con VIH muestran anormalidades
de las funciones inmunolégicas, son capaces de activar una respuesta inmune
especifica de tipo humoral y celular contra el VIH.
La respuesta inmune al VIH-1 es influenciada por maltiples factores:

» Las interacciones virus-huésped que llevan a la patogénesis del SIDA induce
defectos inmunes funcionales, la disfuncion inmune inducida por el VIH
incluyen defectos en la respuesta de B y T a antigenos especificos.

e Otro factor que influye es la concentracion del VIH en el in6eulo, el potencial
patogénico de la cepa de VIH

e Algunos componentes del sistema inmune contra el VIH pueden aumentar la
infectividad o pueden ser directamente responsables de las manifestaciones
clinicas de la enfermedad.

e La capacidad del VIH-1 para mutar en la secuencias nucleotidicas, y cambiar
la secuencia primaria de las proteinas del VIH lo que le permite evadir a la

respuesta inmune antiviral.

a) Respuesta inmune Humoral

Es posible detectar anticuerpos contra el asa V3 de la gp120, gp 41, p24, Nef,
Rev, Vpr, Vpu, Tat y los productos del gene pol. Las moléculas mas
inmunogeénicas del VIH son las glicoproteinas de envoltura y en la mayoria de los

individuos infectados por el VIH hay titulos elevados de anticuerpos anti-gp120 y
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anti-gp41. Una region de la molécula gp 120, llamada asa V3, es uno de los
componentes del virus mas variables bajo el punto de vista antigénico(1,2)

Los anticuerpos neutralizantes contra el VIH-1 suelen ser especificos de
cepas de virus, de forma que los anticuerpos de un individuo infectado no
reconocen €l VIH aislado de otro individuo infectado. Es posible que la respuesta
inmunitaria del huésped pueda actuar como una presion de seleccion que
promueva la supervivencia de los virus mas variables a nivel genético. Estos
anticuerpos empiezan a ser detectables de 2-4 semanas después de una infeccion
primaria por VIH, con un pico demostrable durante la fase asintomatica de la
infeccion por VIH. La mayoria de los estudios han demostrado que los anticuerpos
pueden ser encontrados en bajos niveles en el periodo conocido como Complejo
Relacionado a SIDA y SIDA (3)

Anticuerpos anti-gp160 en el suero y en el liguido cefalorraquideo de
personas infectadas, son capaces de unirse a los receptores Fc presentes en las
células NK por medio de su fragmento Fc, sensibilizandola para matar aquellas
células que expresen gp120 o gp160. Los monocitos de sangre periférica son
capaces de mediar este tipo de Citotoxicidad Celular Dependiente de Anticuerpos
(ADCC)(1)

En general los anticuerpos para los otros componentes virales, se han
reportado en diferentes porcentajes en varios pacientes con infeccién por VIH, En
general los niveles de anticuerpos de todas las proteinas, disminuye a medida que

la infeccion por VIH progresa a SIDA.(1)
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b) Respuesta Inmune Celular

La respuesta por linfocitos T, es esencial para el control de numerosas
infecciones virales. Células T CD4+ son requeridas para la induccién de la
produccion de anticuerpos y para la induccidn de otras respuestas por células T.
En pacientes con infeccion por VIH, se ha detectado respuesta por T cooperador,
por T citotdxico y por T CD8+ no restringido por el complejo mayor de
Histocompatibilidad(4).

Varios epitopes de las células T cooperadoras restringidas por el complejo
mayor de histocompatibilidad son reconocidas por animales inmunizados y
humanos infectados por VIH. Los epitopes de las células T cooperadoras han sido
encontradas con ciertas proteinas del VIH, incluyendo Env, Gag and Pol.
Individuos infectados con VIH son capaces de reconocer y secretar interleucina 2,
incluso presentar una respuesta proliferativa a la gp 120 del VIH, estas respuestas
son altas en individuos asintomaticos seropositivos y disminuye con el progresc a
SIDA(4)

En individuos con enfermedad avanzada por VIH, son producidos 10°
viriones nuevos cada dia y 2 X 10° células T CD4+ es el recambio aproximado
por dia, con una vida media de 2 dias. Estudios sugieren que |la deplecion de las
células T CD4+ en la infeccion por el VIH resulta de una alta capacidad replicativa
del VIH y muerte celular directa por el virus, aunque la pérdida de las células
CD4+ podria ser en parte causada por muerte celular o por Apoptosis(5-7)

Los linfocitos T citotoxicos restringidos por el complejo mayor de

histocompatibilidad han sido demostrados contra las proteinas, Gag, Env, Nefy
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Pol. En una infeccion primaria por VIH, la caida inicial de la viremia se correlaciona
mejor con la aparicibn en sangre periférica de Linfocitos T citotéxicos CD8+
restringidos por el complejo mayor de histocompatibilidad con especificidad para
el VIH. Estas células son importantes durante la fase crénica de la infeccion para
eliminar a las células infectadas y también para controlar la carga viral. También
juegan un papel importante en el papel de la inmunopatogénesis de la infeccion
por VIH por contribuir a la deplecién de las células presentadoras de antigeno
infectadas con el VIH o a través del dafio tisular después de la liberacion de
citocinas como el Factor de Necrosis de Tumor alfa, Interferon beta durante el
proceso de citdlisis. Cuando la infeccion por VIH progresa a SIDA, el nimero de
Linfocitos T citotéxicos restringidos genéticamente diminuye(8-11)

La respuesta inmune celular contra el VIH, también puede ser llevada a
cabo por las células NK, que son capaces de matar células infectadas o a través
de el fenomeno de Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos, éste también
puede ser llevado a cabo por los monocitos , que aunque presentan defectos en
la quimiotaxis presentan una actividad tumoricida in vitro, mecanismo importante

para el desarrollo de tumores y el Sarcoma de Kaposi en pacientes con SIDA.
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2.6. Epidemiologia

2.6.1. Epidemiologia del VIH/SIDA a nivel Mundial y en México

Segin las estimaciones del Programa Conjunto de las Naciones Unidas
sobre el VIH/SIDA (ONUSIDA) y de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
32.4 millones de adultos y 1.2 millones de nifios viven con el VIH al inicio del afio
2000. A lo large de 1999, el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), infectd
a unos 5,6 millones de personas, se produjeron 2,6 millones de defunciones por
VIH/SIDA, un total mundial mas elevado que en cualquier otro afio desde el inicio
de la epidemia, a pesar de la terapia antirretrovirica

Aproximadamente la mitad de todas las personas que contraen el VIH se
infectan antes de cumplir los 25 afios y, de forma caracteristica, fallecen a causa
de las enfermedades oportunistas antes de llegar a los 35.

La inmensa mayoria de las personas con el VIH (un 95% del total mundial)
vive en paises en desarrollo. Cabe prever que esta proporcién crezca alin mas a
medida que las tasas de infeccién continden aumentando en los paises donde la
los recursos para la prevencion son limitados y como resultado de |la pobreza se
favorezcan la propagacion del virus .

Se estima que en 1999, contrajeron el VIH 570.000 nifios menores de 14
afios. Mas del 90% de ellos son hijos de mujeres VIH-positivas y contrajeron el
virus en el momento del parto o en el curso de la |lactancia matena. De ellos,

nueve de cada 10 correspondieron al Africa subsahariana.
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En el ambito mundial, diariamente se infectan de VIH, 16 mil personas, el
75% de los nuevos casos de SIDA son por relaciones sexuales. Siete mil son
jovenes entre 10 y 24 afios, lo que significa que cada minuto se infectan 5 jovenes.

Son necesarios esfuerzos masivos a nivel nacional e internacional para
asignar recursos econémicos destinados a continuar la investigacion en ésta area
asi como para promover iniciativas de prevencion con el fin de controlar esta
terrible enfermedad que sigue afectando a muchos paises .

México ocupa el 13° lugar en cuanto al numero total de casos notificados
mundialmente y el tercer lugar en el continente americano; sin embargo cuando se
estima sobre el nimero de casos acumulados, México ocupa el 69™ globalmente,
y el 28th en América Latina, por lo cual esta considerado entre los paises con
tasa de incidencia muy baja (2}

La tendencia de la propagacion del VIH en América Latina y por ende
México, es practicamente la misma que en los paises industrializados, en donde
se observa que el nimero de infecciones se ha estabilizado e incluso se esta
reduciendo, aunque se trata de un panorama que no es uniforme en todo el pais .
La mayor parte de los paises tienen una epidemia catalogada como concentrada,
debido a que en la poblacién general se encuentra una prevalencia menor al 1%,
pero en grupos de poblaciéon de riesgo, esta prevalencia resulta mucho mayor,
alcanzando incluso 25% entre los grupos de adultos sexualmente promiscuos que
no acostumbran usar condon o entre los drogadictos.

En México el desarrollo de la epidemia del SIDA ha transitado por diversas

etapas desde sus origenes: la primera abarca desde los primeros c¢asos
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registrados en 1983 hasta finales de 1987 en donde se tuvo un incremento lento
en el nomero de casos; la segunda, de 1988 a 1991, en donde el crecimiento ya
fue de tipo exponencial con un periodo de duplicacién mas corto; la tercera, entre
1992 a 1995, se caracteriza como crecimiento exponencial amortiguado, en donde
se presentan incrementos importantes pero los periodos de duplicacién son mas
prolongados; y finalmente, se puede considerar, que a partir de 1996, se ha
observado una aparente estabilizacion de la epidemia.

Teniendo una poblacion de 97.5 millones de habitantes, México tenia
reportados 40,743 casos de SIDA hasta el 30 de septiembre de 1999(1)( ver
Gréafica 5), sin embargo; esta cifra constituye sélo una aproximacion a la magnitud
real de la epidemia, debido a los fendbmenos conocidos como retraso en la
notificacion y subregistro. Los estudios mas recientes sobre esto, estiman que
existe un retraso en la notificacion de un 35% de los casos de SIDA (7)
equivalente a 14,260, en tanto que el subregistro se ubica en un 18.5% (8)
equivalente a 7,537 casos. De este modo, al aplicarle de manera acumulada estos
por.centajes a la cifra de casos registrada, en realidad existen en nuestro pais un
total estimado de 62,540 casos de SIDA ya desarrollado en nuestro pais.

La infeccion por VIH se ha venido incrementando en el pais con una
relacién estimada de 3,000 a 4,000 casos por aiio (3). De los casos de SIDA se
estima que el 60% o sea 37 mil 524 ya han fallecido. El nimero estimado de
personas portadoras del VIH es de 187,621(5).Desde el punto de vista geografico
existen dos patrones: uno urbano, que se observa principalmente en las grandes

ciudades de la Republica Mexicana y en la frontera norte, donde todavia se
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encuentra un mayor porcentaje de casos en hombres y periodos de duplicacién
mas largos (18 meses); y otro rural, con mayor proporcién de casos entre mujeres
y periodos de duplicacién mas rapidos (8 meses), el cual se esta presentando en
la region Centro y en el Sur del pais.

El SIDA ha sido reportado en todos los estados de la Repulblica Mexicana,
si se divide nuestro pais por regiones, es posible damos cuenta de cual region es
la que presenta mayor incidencia de casos de VIH/SIDA, de acuerdo a los datos
publicados por CONASIDA a finales de 1998, la cantidad de casos de SIDA
acumulados son presentados en el mapa 6.

El 55% de los casos de SIDA estan concentrados en el Distrito Federal,
Estado de México y Jalisco, fluctuando entre un grupo de edad de 25 a 44 aiios.
Asi el SIDA se ha convertido en la causa No. 3 de muerte en hombre y la 6 causa
de muerte en mujeres dentro de este grupo de edad (15).

Del total de casos diagnosticados en 1999, el 74.7% fueron transmisiones
por via sexual: homo y bisexual 35.3% y heterosexual 38.4%. La proporcién entre
hombres y mujeres de la poblacidn infectada con VIH-1 en este pais es de 6:1
(5.,9). Por via sanguinea 1.4%, por via perinatal 1.8% y se desconoce la forma de
transmision del 22.1% restante.

Ademas ofra tendencia importante en la epidemia del SIDA en México, que
en muchas ocasiones pasa desapercibido, es su ruralizacion, en 1994
representaron anicamente el 3.7% del total de casos (19), en tan sélo dos afios
esa proporcion se elevé al 6% con mas de dos mil casos registrados, lo cual

significa un incremento relativo del 50%, sobre todo en aquellas entidades que
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tienen fuertes flujos migratorios especialmente, las de tipo laboral a los Estados
Unidos.

La epidemia de VIH/SIDA es el problema de salud plblica mas complejo en
la actualidad, y cuyo impacto se refleja en toda la vida social y econémica de
nuestro pais. Si bien se ha logrado un resultado exitoso en la prevencion de la
transmision sanguinea, la infeccién continta afectando principalmente a varones
homosexuales o bisexuales promiscuos, sumado a lo anterior, la transmisién por
via heteroSexual se ha incrementado paulatinamente. La alta frecuencia de otras
enfermedades por transmision sexual (ETS) en algunas poblaciones como entre
las mujeres dedicadas a la prostitucion, indica el riesgo de extension de VIH a
estos grupos.

'Actualmente es necesario abordar al SIDA como un problema global y como una

enfermedad que no reconoce fronteras.
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2.6.2. Subtipos de VIH-1

El VIH-1 es dividido en tres grupos, M (mayor), O (outlier) y N (nuevo) (1).
El grupo M ha sido subdividido en varios subtipos A-J, estos fueron originalmente
definidos en base a las secuencias de los genes env y gag. Los subtipos son
comunmente referidos por letras que refleja el orden en el que ellos fueros
reconocidos. En un arbol filogenético con disposicion radial, todos los subtipos
son equidistantes y manifiestan provenir de un hipotético ancestro comun. (1 )
aunque algunas cepas de VIH-1 aparentemente provienen de poblaciones
humanas, otros presumiblemente emergieron de recombinantes(2)

Un grupo muy mas distante de los subtipos A-J, es el designado como O,
este fue detectado en Camertn, este grupo O esta mas relacionado al VIH-1 que
el VIH-2. El VIH-1 sufre mutaciones debido a que los los retrovirus poseen un
genoma de ARN, en donde la recombinacion ocurre frecuentemente durante la
transcripcion en reversa. El subtipo E, es un recombinante con una region
genética gag/pol del subtipo A pero con distinta region de envoltura de otro
subtipo.(3)

Recientemente se ha detectado una nueva cepa viral en una mujer de
Camerun, la cual no positiva para las pruebas de los dos grupos conocidos del
VIH-1 (grupo M y O), a esta cepa la denominaron como YBF30, ésta reaccion6
positivamente en una prueba de una cepa del virus SlV, aislada de un chimpance

en Gabon. Cuando el genoma fue secuenciado, el resultado confirmé que
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pertenecia a un grupo desconocido, a este grupo se le denomindé grupo N
(new)(4,5)

Aproximadamente el 50% de todas las cepas reportadas pertenecen al
subtipo B, 16 % al subtipo A (16%), 9 % al C, 10% al D, 10 % para el E y en
muy baja proporcién al resto de los subtipos F, G y H. (6)

El subtipo B es el mas estudiado, principalmente porque los virus de este
subtipo representan la mayoria de los subtipos circulantes en el mundo occidental,
la clara predominancia de los distintos subtipos en ciertos paises nos permite
hacer algunas inferencias acerca de la diseminacion del VIH-1. En la epidemia en
Latinoameérica, Europa occidental donde predomina el subtipo B pudieron haberse
originado en los Estados Unidos, en donde el subtipo predominante también es el
B. La distribucion de los subtipos es muy amplia, en la tabla 4, se menciona la

distribucién global de los subtipos por regiones. (1)

Tabla 4 .- Distribucion global de los subtipos de VIH-1

'REGION ALTA MODERADA A BAJA[MUY BAJA
PREVALENCIA PREVALENCIA PREVALENCIA

Norte América B AC.DEQ

Europa Occidental B ACDF.G

Centroamérica B

América del Sur B F ]

Europa del Este B ACDF.GC

Africa del Oeste A c.D

Africa central A C,D.EF,G HO B

Africa del este A D

Cuerno de Africa C A

Sud Africa C B D

Sudeste de Asia E B C

Sur de Asia G B AE

Oeste de Asia C

Australia B

38



El subtipo B ha sido detectado también en México (7-12) como en otras
paises del continente Americano (13-19), los datos epidemiolégicos de varios de
estos estudios revelaron que el subtipo B es cominmente asociado a la
transmision homosexual y al uso de drogas(13), sin embargo subtipos C y E que
son los subtipos prevalentes en el Sur de Africa, India y Tailandia son relacionados
con la transmision heterosexual.(20) esto ha llevado a pensar que ciertos subtipos
pueden tener diferentes propiedades fenotipicas resultando en una ventaja
selectiva por una via de transmisionn dada.(21) En Tailandia por ejemplo donde
los subtipos B y E estan presentes, el subtipo E parece ser mas facilmente
transmitido por via heterosexual que el subtipo B (22) .

La informacién limitada es disponible considerando la distribucion de
subtipos de VIH-1 en México.(7-12) La predominancia del VIH-1 subtipo B fue
mostrado en algunas regiones de México por serotipificacion con péptidos
sintéticos(7,8) ensayo de mobilidad por heteroduplex(9,12) o por determinacion
por PCR especifico de subtipo.(12) Vazquez-Walls y colaboradores, reportaron
que el 11% de las muestras no son pertenecientes al subtipo B por ensaycs de
serotipificacion con péptidos sintéticos o por PCR especifico de subtipo de la
region C2-V5.(8) Hasta ahora ninguna secuencia proveniente de México habia
sido reportada o depositada en la base de datos del GenBank .

El analisis del segmento C2-V5 del env , regién en donde se encuentra el
asa V3, muestra que es una region hipervariable perteneciente a la gp 120 de la
envoltura del VIH-1, juega un papel esencial en la infectividad(28), anticuerpos

neutralizantes contra esta region bloquean la formacién de sincitios(29) y se ha
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observado que la presencia de mutaciones en el V3 inhiben la fusogenicidad del
VIH-1(30) ademas que también contribuyen al tropismo del virus por las células
blanco(31), a pesar de la hipervariabilidad de V3(1) ha permanecido como el
centro de atencion porque ha estado involucrado en el disefio de estrategias de
inmunizacion pasiva asi como en el desarrollo de vacunas.

Ei estudio de la region env permanece como el blanco principal para la
subtipificacion del VIH-1 ademas de que puede proporcionar informaciéon de

nuevos subtipos circulantes en una determinada area geografica.(27)
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2.7. HIPOTESIS

e El VIH-1 subtipo B, es el virus predominante del Sindrome de la

Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) en México.

2.8. OBJETIVOS

1. ldentificar el subtipo genético del VIH de individuos infectados en cinco
estados de México.

2. Caracterizar y analizar las variaciones genéticas de los subtipos
encontrados.

3. Establecer la relacion filogenética de los subtipos de VIH-1 encontrados en

nuestro pais.



CAPITULO 3

MATERIAL Y METODOS

3.1. Muestras de individuos infectados con VIH

Los individuos infectados con el Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) se
seleccionaron de manera aleatoria. Todos fueron seropositivos por ELISA y
confirmados por la técnica de inmunoelectrotransferencia o Western Blot. Los
pacientes provenian de 5 regiones geograficas de México: al Norte (Nuevo Lebn),
Oeste (Jalisco), Sur (Yucatan), Este (Puebla) y Centro (Ciudad de México) (ver
Mapa 7). Después de que se firmé un consentimiento para la realizacion del
estudio, se colectaron muestras de sangre y se les pidié a los participantes que
contestaran un cuestionario corto, el cual incluia preguntas acerca de su edad,
sexo, lugar de nacimiento, residencia y finalmente cualquier comportamiento de
riesgo para contraer el SIDA. Se realizaron examenes clinicos a todos y cuentas
de CD4+ en la mayoria de ellos. En total se incluyeron en este estudio 65
hombres y 2 mujeres. La edad de los pacientes oscild entre los 20 y 67 afos de
edad (con un valor promedio de 43 afios). La epidemiologia y los datos clinicos de

la poblacion estudiada se encuentran resumidos en la siguiente Tabla 5.
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Tabla 5 . Datos Epidemioldgicos y Clinicos

Region Afio de Estadip de Modo de Conteo de
Paciente Geogrdfica Positividad al VIH le Enfermedad’ Transmision’ Cp4
Mx-1 Cd. de México 52 A2 Ho 660
Mx-2 Cd. de México S4 A2 Ho 344
Mx-3 Cd. de México 96 B Ho 20
Mx-4 Cd. de México 91 3 Ho 230
Mx-5 Cd. de México 96 A3 Ho 336
Mx-6 Cd. de México 96 B3 Ho/Bi 150
Mx-7 Cd. de México B85 B3 Ho 86
Mx-8 Cd. de México 95 A2 Ho 4B1
Mx-8 Cd. de México o8 (7] Ho/Bi 18
Mx-10 Cd. de México 94 B3 Ho 145
Mx-11 Cd. de México 93 A2 Ho 276
Mx-12 Cd. de México 90 A2 Ho 425
Mx-13 Cd. de México 98 C3 Ho 20
Mx-14 Cd. de México 82 B3 Ho 322
Mx-15 Cd. de México g5 A3 Ho/Bi 202
Mx-16 Cd. de México 95 A3 He 133
Mx-17 Cd. de México 92 A2 Ho 554
Mx-18 Cd. de Méxice 81 C3 Ho/Bi 308
Mx-18 Cd. de México 84 C Ho/Bi 480
Mx-20 Cd. de México 88 C3 Ho 200
Mx-21 Cd. de México 87 A3 Ho 78
NL-1 Nuevo Letn 20 C3 Ho 143
NL-2 Nuevo Ledn 97 c3 Ho/Bi NA
NL-3 Nuevo Ledn g3 C2 Ho/Bi 98
NL-4 Nuevo Ledn 85 [&] Ho 55
NL-§ Nugevo Ledn 97 c2 Ho 161
NL-6 Nuevo Ledn 96 C2 Ho 6
NL-7 Nuevo Ledn E) Cc3 e 13
NL-8 Nueve Ledn C3 Ho 111
NL-S Nuevo Ledn 98 C3 Ho/Bi 5
NL-10 Nuevo Ledon 98 C3 Ho/Bi 38
J-1 Jalisco 99 NA He NA
J-2 Jalisco 98 A2 Ho 562
J3 Jalisco o8 — B3 Ho' 3N
J-4 Jalisco S0 A2 Ho 537
35 Jaliseh £ A2 Ho 644
J-6 Jalisco 88 B: Ho 359
37 Jalisco 99 B3 Ho 380
J-8 Jalisco 97 c3 Ho 96
J-9 Jalisco 99 A2 Ho 550
J-10 Jalisco 99 B3 Ho 272
J-11 Jalisco 98 c3 Ho 76
P Puebla 95 Cc2 He 244
P-2 Puebla 97 C3 He 28
P-3 Puebla 98 C2 He 235
P-4 Puebla %6 C3 He 162
P-5 Puebla 94 C3 He 41
P-6 Puebia 95 C3 Ho 83
P-7 Puebla 94 Cc3 Ho 105
P-8 Puebla 93 c3 Ha 88
P-9 Puetla 96 c2 Ho 335
P-10 Puebla o7 C2 Ho 314
P-11 Pueblo o7 C3 He 73
P12 Puebla (X [ He 16
Y-1 Yucalan 95 C3 Ho 199
Y-2 Yucatan 7 C3 Ho 35
Y-3 Yucalan B3 C3 Ho 215
Y4 Yucatan 97 [%X] Ho 3
Y-5 Yucalén 92 B3 Ho 245
Y-6 Yucatan 98 B2 Ho 244
Y-7 Yucatdn 98 B2 Ha 230
Y-8 Yucalan 91 B3 Ho 433
Y-8 Yucatan 92 c3 Ho 7
Y-10 Yucatsn 98 C2 Ho 125
Y-11 Yucatan 95 c3 Ho 107
Y-12 Yucalén 95 B3 Ho 57
Y-13 Yucatan [ B2 Ho 381

' De acuerdo a la clasificacion del CDC,

2 Ho = homosexual, Ho/Bi — homosexual/bisexual, He — heterosexual.
‘ Numero de CD4'/ml de sangre.

“ Distancia nucleotidica al sitio consenso del serotipo B del VIH,
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3.2. Obtencion de ADN

En la figura 8 se muestra el Diagrama de flujo utilizado.
De cada uno de los 67 individuos infectados incluidos en este estudio, se
obtuvieron por venopuncién con vacutainer 10 ml de sangre heparinizada. Cada
tubo se rotulé con el nombre del paciente y la fecha de obtencion de la muestra,
en todos los casos, los tubos con sangre se colocaron en un contenedor con tapa
de rosca a prueba de derrames para el transporte seguro al laboratorio. Los tubos
con sangre se centrifugaron a 3,300 x g (4,400 rpm) por 10 minutos, se obtuvo el
plasma y se guardaron en pequeiias alicuotas en tubos de microcentrifuga de 1.5
ml que inmediatamente se almacenaron a—70°C.

Se obtuvieron 200 pl de la porcién intermedia que corresponde a la capa de
leucocitos (Buffy Coat) por aspiracion con una pipeta automatica, posteriormente
el ADN fue aislado con el sistema QIAGEN(QIAamp Blood ,QIAGEN

Chatsworth,CA.):

1. Se colocd 200 pl de la capa de leucocitos (Buffy Coat) en un tubo de
microcentrifuga de 1.5 ml.

2. Se anadio 25 pl de la enzima QIAGEN proteasa o Proteinasa K (disuelta
en 1.4 ml de agua destilada) y 200 pl del Buffer AL (se preparé este buffer
decantando todo el reactivo AL1 en el buffer AL [reactivo AL2] ) a la
muestra). Se agitdé inmediatamente en un vortex por 15 segundos, (en este

paso los leucocitos se lisaron y se obtuvo una solucién homogénea ) .
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3. Se incubd a 70°C por 10 minutos y posteriormente se afiadieron 210 ul de
etanol absoluto a la muestra y se mezcld en vortex.

4. Se colocd en las columnas QlAamp el contenido de los tubos del paso
anterior, se centrifugaron a 6,000 x g (8,000 rpm) por 1 minuto. El eluente
se recuperd en los tubos de coleccion. En este paso el ADN quedd
adherido a la columna y se descart6 el eluente.

5. Se lavd el ADN pasando 500 pl del buffer AW (se preparé este reactivo
afadiendo 40 ml de etanol absoluto) en las columnas QlAamp. Se
centrifugd a 6,000 x g (8,000 rpm) por 1 minuto. Nuevamente se descartd
el eluente .

6. Se repitio el paso anterior con la diferencia de que se centrifugé a alta
velocidad por 3 minutos.

7. Finalmente, el ADN se eluy6 de las columnas con 200 pl del buffer AE
(solucién acuosa de Tris/HCI) o agua destilada precalentada a 70°C. Se
Incubd la columna a temperatura ambiente por 1 minuto y se centrifugo a
6000 x g (8000 rpm) por 1 minuto. La cantidad de ADN que se obtiene de
la capa de leucocitos produce 5-10 veces mas ADN que el volumen

equivalente de sangre total.

El ADN purificado se le determiné la concentracién por espectrofotometria a

una longitud de onda de 260 nm. La integridad del ADN se verificO por

electroforesis en Gel de agarosa al 1% vy tincion con Bromuro de Etidio.
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3.3. Amplificacién de las Secuencias del VIH-1 por PCR

La deteccion molecular de la presencia de secuencias gendmicas del VIH-1 se
realizd mediante la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR),
especificamente mediante un PCR anidado o en nido, con la enzima AmpliTaq
DNA polimerasa (GeneAmp PCR Reagent Kit with AmpliTaq DNA Polymerase
Perkin Elmer). Esta enzima es termoestable y recombinante, de 94kDa. La
frecuencia de error (error rate) es de 1 en 50,000-100,000 pares de base, esto
significa que pudiera haber solo 1 error en todas las 67 muestras. Se cloné en
orden para tomar la variante viral dominante para conseguir [as quasi-especies de
PBMC de los pacientes, la técnica no afiade errores a los datos.

PCR en nido (nested) fue usado para amplificar |a region C2-V5 del gene
env como se describié previamente (1,2). Este fue utilizado para incrementar la
especificidad de la reaccién de amplificacion.

Este procedimiento involucra dos reacciones de PCR, usando un par de
primers diferente en cada reacciéon. En |la primera reaccion de PCR el producto
obtenido con el primer par de oligonucledtidos sirve como templado para la
segunda reaccién de PCR. En la segunda reaccién, se usa otro nuevo set de
par de oligonucledtidos que hibridan en una secuencia interna del producto
obtenido en la primera reaccién. Usando este procedimiento el producto que se
amplifica es seleccionado 2 veces para la especificidad del gene. El uso del PCR
en nido puede mejorar la produccién del producto especifico del gene que cuando

es usado solamente un tnico par de oligonucleétidos.
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Se uso una técnica de PCR para amplificar la region del C2-V5 y del gen
env tal y como se describid anteriormente (1,2). Se usaron los oligonucleétidos
ED3 y ED14 en la primera corrida, mientras que se aplicaron ED5 y ED12 en el
siguiente ciclo del PCR.(1)

La manipulacion de las reacciones se realizd6 en un area exclusiva para
reacciones de PCR separada del equipo termociclader (DNA Thermal Cycler 480,
Perkin Elmer Cetus, Norwalk, CT) y de cualquier substancia o templado que

pudiera contaminar la reaccion de PCR.

Mezcla de reaccion:

REACTIVO CANTIDAD(VOLUMEN)

Amortiguador de PCR 10X (MgCl ) 5 pl
dNTPs mix (d ATP,d GTP, d CTP,d TTP) 8 ul
Oligonucleotidos o Iniciaderes 1l
Oligonucledtidos o Iniciadores 1 ul

H,O destilada 33.5 pl

Tag DNA polimerasa 0.5l
Templado 1l

Volumen Final 50 pl

El templado siempre se afadio en un lugar aparte diferente del area exclusiva del PCR.

Oligonucleétidas utilizados para la primera reaccién de PCR:
ED3 5 TTA GGC ATC TCC TAT GGC AGG AAG AAG CGG 3

ED14 5 TCT TGC CTG GAG CTG TTT GAT GCC CCA GAC 3'

Oligonucledtidos usados en la segunda reaccion de PCR:
ED5 5 ATG GGA TCA AAG CCT AAA GCCATG TG 3’

ED12 5 AGT GCT TCC TGC TGC TCC CAA GAA CCC AAG 3'
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Los dos pares de oligonucleétidos utilizados en los dos corrimientos del
PCR fueron descritos previamente por Delwart y cols (1) y fueron proporcionados
por el Departamento de Inmunologia y Enfermedades Infecciosas de la Escuela de

Salud Publica de Harvard . El programa de amplificacién usado para la primera

reaccion de PCR con los oligonucledétidos ED3 y ED14 fué el siguiente:

PASO DE LA REACCION TEMPERATURA/TIEMPO
Desnaturalizacion inicial 94°C / 2 min
Desnaturalizacion 94°C /1 min
Alineamiento 55°C /1 min
Extension 72°C / 1 min

Ir al paso 2 por 2 ciclos

Desnaturalizacion 94°C / 15 sec
Alineamiento 55°C / 45 sec
Extensién 72°C /1 min

Ir al paso 6 por 36 ciclos

Extension Final

I 72°C /7 min

El programa de amplificacion usado para la segunda reaccién de PCR con

los oligonucletdtidos EDS y ED12 fué el siguiente:

PASO DE LA REACCION TEMPERATURA/TIEMPO

Desnaturalizacion inicial 94°C /2 min
Desnaturalizacion 94°C /1 min
Alineamiento 57°C /1 min
Extension 72°C /1 min

Ir al pasc 2 por 2 ciclos
Desnaturalizacion 94°C /15 sec
Alineamiento 57°C /45 sec
Extension 72°C /1 min

Ir al paso 6 por 32 ciclos
Extension Final 72°C /7 min

Para el andlisis de los productos

corrimiento electroforético en gel de agarosa al 1.5 %.

de amplificacion de PCR, se realizé un

La deteccidén de los
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fragmentos amplificados se llevé a cabo mediante una tincion del gel con Bromuro

de Etidio.

3.4. Clonacion de los productos amplificados del virus por PCR

En 65 de los pacientes, los productos de la amplificacion se clonaron para
caracterizar las secuencias de los nucleédtidos en el vector TA pCR-2.1 presente
en el estuche de : TOPO TA Cloning, [pCR2.1-TOPOQ] Invitogen, San Diego, CA).
El vector plasmidico (PCR. 2.1-TOPO) esta linearizado y tiene una timina
(T) en los extremos 3'. Ya que la Taq polimerasa tiene actividad de transferasa
terminal y adiciona adeninas (A) en el extremo 3' de los productos de PCR, es
necesario que el vector contenga una timina para que ocuira una ligacion

eficiente entre el vector y el producto de PCR.

3.4.1. Reaccién de ligacién con el sistema TOPO TA cloning
Se mezclé en un tubo eppendorf de 0.5 a 2 pl del producto de PCR con el
vector TA en las siguientes cantidades, hasta obtener un volumen de 5 ul (se
utilizé un control negativo)
1. 1.0 ul de Producto de PCR
2. Agua estéril hasta un volumen final de 3.0 pl

3. 1.0 ul de Vector Topo pCR
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4. Las muestras se mezclaron y se incubaron por 5 minutos a temperatura

ambiente (25°C), se colocaron los tubos en hielo y se procedio

inmediatamente a la reaccion de transformacion

3.4.2. Transformacion de E. coli

Se realizd de acuerdo a las instrucciones del fabricante, se descongelaron

las células competentes y se afiadid a cada vial de células 2 pl de Befa-

mercaptoetanol 0.5M:

1.

Se afadid a cada vial 2 pyl de la reaccién de ligacion y se mezclé
gentilmente.
Se incubd en hielo por 30 minutos.

Se calentaron las células por espacio de 30 segundos a 42°C sin agitacion.

. Inmediatamente se transfirieron los tubos al hielo y se incubaron por

espacio de 2 minutos.

Se afiadié 250 pl del medio SOC ( 2% de triptona, 0,5% de extracto de
levadura, 10 mMde NaCl, 2.5 mM de KCI, 10mM MgCl;, 10mM de MgSO4
y 20 mM de glucosa a temperatura ambiente).

Se incubaron los tubos por 30 min a 37°C en agitacion constante .

Se plaquearon 50 ul de cada transformacion selectivas con ampicilina y X-
Gal (medio LB: Luria-Bertani: Composicién: 1.0% de triptona, 0.5% de
extracto de levadura, 1.0% de NaCl, pH 7.0, para la solucion de X-Gal,

hacer una solucién stock de 40 mg/ml, se disuelvieron 400 mg X Gal en 10
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ml de dimetilformamida, para afiadir esta solucion a las placas, se
colocaron 40 pl de la solucién stock en la placa LB )

8. Se incubaron toda la noche a 37°C

9. Se recolectaron soélo las colonias blancas o ligeramente azules para el

analisis, que fueron las que contenian el producto de PCR clonado .

Anélisis de las clonas positivas:
1. Se tomaron las colonias blancas y se cultivaron en el medio LB con
ampicilina
2. Se aisl6 el ADN plasmidico usando un estuche de QIAGEN.
3. Se digirid el plasmido con enzimas de restriccion ( Eco RI )para determinar
si contenia el producto de PCR.
4., Como método alternativo se determind si el plasmido contenia el inserto

mediante una reaccion de PCR.

Procedimiento para el método alternativo:

Se preparard un coctail de PCR como se muestra a continuacion:

REACTIVO VOLUMEN
Amortiguador de PCR 10X (MgCl ;) 2yl

dNTPs mix (d ATP,d GIP,dCIP,d TIP) 3.2
Oligonucleétidos o Iniciadores (Es7) 0.4 pl
QOligonucledtidos o Iniciadores (Es8) 0.4 pl

H,O destilada 13.85 ul

Taq DNA polimerasa 0.15 pl
Volumen Final 20 pl
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Se tomd una colonia blanca y ésta fué resuspendida en los 20 pl del coctel de

PCR, se sigui6 el siguiente programa de amplificacion:

PASO DE LA REACCION TEMPERATURA/TIEMPO
Desnaturalizacion inicial 94°C / 2 min
Desnaturalizacion 94°C /1 min
Alineamiento 55°C /1 min
Extensién 72°C /1 min
ir al paso 2 por 20-30 ciclos
Extension final | 72°C /7 min

Para el analisis del plasmido en el coctail de PCR, se realizé un corrimiento
electroforético en gel de agarosa al 1.5 %. La deteccion de los fragmentos

amplificados se llevé a cabo mediante una tincion del gel con Bromuro de Etidio.

3.4.3. Obtencion del ADN Plasmidico

El ADN plasmidico se purificdé con el estuche QlAprep Spin Miniprep,
QIAGEN, Chatsworth, CA) de acuerdo con las indicaciones del fabricante. El
QlAprep miniprep usa el método de lisis alcalina de Birnboim y Doly, donde la
bacteria es lisada bajo condiciones de lisis alcalina y el lisado es
subsecuentemente neutralizado y ajustado en condiciones de altas
concentraciones de sales en un solo paso, listo para la purificacién en la
membrana de silica gel. El procedimiento consiste de tres pasos basicos:
» Preparacion y eliminacién del lisado bacteriano.
¢ Adsorcién del ADN en la membrana del QlAprep.

e Lavado y elucién del ADN plasmidico.
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Este protocolo estd disefado para la purificacion de 20 pyg de ADN

plasmidico de 1.5 ml de un cultivo de E. coli en medio LB. La técnica utilizada fue

la siguiente:

1.

Se centrifugd el medio liquido de LB conteniendo E.coli por 5 minutos a
10,000 rpm.

El sedimento es resuspendié en 250 pl del buffer P1 (el Buffer P1 es un
buffer de resuspension [50 mM Tris/HCI (pH 8.0), 10mM EDTA, 100pg/ml
RNasa A] y se transfierid a un tubo de microcentrifuga.

Se afiadié 250 pl. de buffer P2 [ 200 mM NaOH, 1% SDS (pH 13.2) mezclé
gentilmente invirtiendo los tubos 4-6 veces,( ya que no se recomienda agitar
en un vortex porque se fragmenta el ADN gendmico). En este paso las
bacterias se lisaron y se formé una solucién viscosa y ligeramente clara, se
dejo reposar por un tiempo no mayor de 5 min.

Se ariadieron 350 pl de buffer N3, (éste es un buffer de neutralizacion, su
composicion es. 3.0 M de acetato de potasio pH4.3) se invirtié el tubo
inmediatamente y gentilmente por 4-6 veces. En este paso se precipitaron
las proteinas y el ADN genomico.

Se centrifugd por 10 minutos.

Durante la centrifugacion se colocaron las columnas de QlAprep en tubos

de coleccion de 2 mil.

. Se coloco el sobrenadante del paso No.5 dentro de las columnas QiAprep
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8. Se centrifugd por 30-60 segundos, se descarto el liquido que quedd en el
tubo de coleccién. En este paso, el ADN plasmidico se adhierié a la
columna.

9. Se lavé el ADN plasmidico pasando por la columna 0.5 ml de buffer PB
(solucion acuosa de isopropanol e hidroxido de guanidina) y se centrifugd
por 30-60 segundos.

10.Se lavaron nuevamente las columnas de QlAprep con 0.75 ml de buffer PE
(éste es un buffer de lavado, su composicion es: Tris/HCI) y se centrifugd
por 30-60 segundos.

11.Se descarto el liguido que quedod en el tubo de coleccion y se centrifugd por
1 minuto adicional para remover residuos del buffer de lavado.

12.Se colocaron las columnas en tubos de microcentrifuga de 1.5 ml limpios.
Para eluir el ADN se afiadié 50 ul del buffer EB (buffer de elucién 10mM
Tris/HCI, pH8.5.) o agua destilada en el centro de la membrana de silica,
se reposé por 1 minuto y se centrifugé por 1 minuto. EI ADN plasmidico
obtenido, se analizé por electroforesis en gel de agarosa al 1.5 %. La
visualizacion se llevé a cabo mediante una tincion del gel con Bromuro de

Etidio.

3.5. Secuenciacion de Genes del VIH-1

A cada una de las clonas se le determind la secuencia de nucleétidos de ambas

cadenas mediante el procedimiento enzimatico establecido por Sanger( ). Este
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se realizo en un secuenciador automatico ABl 373A (Applied Biosystems, Foster

City, CA). Se emplearon para la secuenciacion los oligonucleétidos descritos

previamente ED5, ED12, ES7, ES8, ED31 y ED33 (1). Se disefiaron dos

oligonucleétidos adicionales para obtener al menocs dos secuencias

independientes a lo largo de la region V1-V5, estos fueron E36B y E46B

(Oligonucledtidos E36B y E46B fue fabricado por Keystone Labs. BIOSOURCE

INTERNATIONAL)

Las secuencias de los oligonuclettidos utilizados fueron los siguientes:

OLIGONUCLEOTIDOS ~ SECUENCIAS DE LOS OLIGONUCLEOTIDOS
ED5 5-ATG GGA TCA AAG CCT AAA GCC ATG TG -3'
ED12 5-AGT GCT TCC TGC TGC TCC CAA GAA CCC AAG3'
Es7 5-TGT AAA ACG ACG GCC AGT CTG TTA AAT GGC AGT CTAGC-3' |
Es8 5-CAG GAA ACAGCT ATG ACC CAC TTC TCC AAT TGT CCC TCA-3 |
ED31 5-CCT CAG CCATTA CAC AGG CCT GTC CAA AG-3'
ED33 5-TTA CAG TAG AAA AAT TCC CCT C-3'
E36B 5-CTG TGT AAT GAC TGA GGT G1T A3
~ E46B 5-CTACITCITCITCIG CTAG-3

Para cada reaccion se utilizé el siguiente protocolo:

REACTIVOS CANTIDAD
Dye Terminator 8 ul
Primer 0.3 pl (10 pmol)
H,O destilada 9.7 ml
Template 2 ul
Volumen final 20 pl

El programa utilizado para la secuenciacion se describe a continuacién:
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PASO DE LA REACCION TEMPERATURAITIEMPO

Desnaturalizacién inicial 94°C / 2 min
Desnaturalizacion 96°C / 10 sec
Alineamiento 50°C /5 sec
Extension 60°C /4 sec

Ir al paso 2 por 24 ciclos

Al finalizar el programa 4°C

3.5.1. Precipitacion con Etanol
Se llevé a cabo en tubos nuevos de microcentrifuga de 1.5 ml de la
siguiente manera:

1. A cada tubo se le adicioné 2.0 yl de Acetato de sodio 3M, pH 4.6 y 50 pl
de etanol al 95%.

2. Se transfirié el contenido de los tubos de reaccién de secuenciacién (20pl) a
los tubos de microcentrifuga conteniendo la solucion anterior. Se agité en
vortex y se colocaron en hielo por 10 minutos.

3. Se centrifugd a 14,000 rpm por 15 minutos.

4. Cuidadosamente se decanté el sobrenadante .

5. Se lavd el sedimento con afiadir 250 pl de etanol al 70% y se centrifugd
por 10 minutos a 14,000 rpm.

6. Cuidadosamente se aspir6 el sobrenadante.

7. Se sect el sedimento en una centrifuga de vacio por 15 minutos.
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3.6. Analisis Filogenético y Estadistico

Las secuencias de nucleédtidos fueron ensambladas y editadas con el programa
Sequencher v.3 (Gene Codes Corporation, Ann Arbor, MI). Se realizaron
alineaciones multiples del ADN con CLUSTAL W, v.1.7 (3). Los analisis
filogenéticos se realizaron usando un programa del PHYLIP, v3.5 (4) y CLUSTAL
W, v.1.7 (20). E! apareamiento de las distancias evolutivas de las secuencias
nucleotidicas se computaron por el programa DNA DIST dentro del modelo de dos
parametros de Kimura. El parametro de Ilas proporciones de
transicién/transversion fue de 1.5.

Los programas de NJplot y Tree View fueron usados para dibujar los arboles
filogenéticos (5,6). Se usé un programa de identificacion de recombinantes (RIP)
para la busqueda de sitios potenciales de recombinacion a lo largo de las
muestras estudiadas (7). El nivel de significancia de la diversidad de nuestras
muestras y de las muestras de referencia se evalué de acuerdo a la prueba t

student.

59



Capitulo 4

RESULTADOS

El disefio del estudio poblacional se realizd basandoncs en los analisis de datos
epidemiolégicos de la infeccion por VIH-1 en México (1,25). EI nimero de
muestras de cada sitio geografico fue proporcional al nimero total de infecciones
por VIH-1 reportadas para cada area y al modo de transmisién predominante del
VIH-1 en esa region.

Se obtuvieron 67 muestras al azar de sangre periférica de pacientes
infectados con el VIH-1 de México para este estudio., provenientes de 5 regiones
geograficas del pais, representadas por 21 muestras de la ciudad de México, 10

de Nuevo Leén, 11 de Jalisco, 12 de Puebla y 13 de Yucatan.

4.1. Obtencion de ADN de 67 muestras obtenidas de pacientes
infectados con VIH-1

E) ADN fue obtenido a partir de sangre periférica de pacientes infectados con VIH
de la Ciudad de México, Nuevo Ledn, Jalisco, Puebla y Yucatan, el cual se
cuantific6 por espectrofotometria a una longitud de onda de 260 nm y su
integridad se verificd por electroforesis en gel de agarosa al 1% y tincién con

bromuro de etidio, como se muestra en las figuras 9 — 13.
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Fig. 9a .- Electroforesis en gel de agarosa del ADN gendémico
obtenido de sangre periferica de 1-13 pacientes infectados con VIH
de la Ciudad de México. Gel de agarosa al 1.0 % tefiido con bromuro de
etidio. Marcador de peso molecular 1 kb (M), del carrii numero 1-5
corresponde a un contro positivo de ADN y 4 diluciones del ADN (1:2,
14, 1:8 y 1:16 respectivamente) y los carriles del 6-18 corresponde a las
muestras 1-13 de la ciudad de México
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Fig. 9b .- Electroforesis en gel de agarosa del ADN genémico
obtenido de sangre periferica de 14-21 pacientes infectados con VIH
de la Ciudad de México. Gel de agarosa al 1.0 % teflido con bromuro de
etidio. Marcador de peso molecular 1 kb (M), los carriles del 1-8
corresponden a las muestras 14-21 de los pacientes infectados de la
Ciudad de México



Fig.10 .- Electroforesis en gel de agarosa del ADN genémico obtenido
de sangre periférica de pacientes infectados con VIH del estado de
Nuevo Ledén. Gel de agarosa al 1.0 % teflido con bromuro de etidio.
Marcador de peso molecular 1 Kb (M), el carril 1 corresponde a un control
C(-) y los carriles del 2-11 son las muestras de 10 pacientes de Nuevo
Ledn.
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Fig 11 .- Electroforesis en gel de agarosa del ADN
genomico obtenido de sangre periférica de pacientes
infectados de Jalisco. Gel de agarosa al 1% tefiido con
bromuro de etidio. Marcador de peso molecular 1Kb (M) , el
carril No. 1 corresponde a un control positivo y los carriles 2-12
corresponden a las 11 muestras de los pacientes Jalisco.
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Fig. 12 .- Electroforesis en gel de agarosa de ADN genémico
obtenido de sangre periférica de pacientes infectados del
estado de Puebla. Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de
etidio.Marcador de peso molecular 1 Kb (M) El nimero de carril
corresponde a las 12 muestras obtenidas de Puebla
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Fig13 .- Electroforesis en gel de agarosa del ADN
genémico obtenido de sangre periférica de
pacientes infectados con VIH del estado de
Yucatan. Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de
etidio. Marcador de peso molecular 1 Kb (M), los
carriles del 1-13 corresponden a las 13 muestras de los
pacientes de Yucatan.



4.2. Amplificacion de las Secuencias del VIH-1 por PCR

Para la amplificacién de la region del gene env que codifica a la glicoproteina
gp120 se utilizaron los condiciones previamente establecidas por Delwart.(18, 19)
El PCR en nido (nested) fue usado para amplificar la regiéon C2-V5 del gene env.
En las 67 muestras de las cinco regiones analizadas se obtuvo un producto
amplificado de 1.2kb como se muestran en las figuras 14 - 18, los cuales fueron
visualizados por electrofaresis en agarosa al 1.5% y tincién con bromuro de etidio,

utilizandose un marcador de peso molecular de 1kb y controles positivos y

negativos de la reaccion.
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Figi4a.- Amplificacién del gene Env de VIH en ADN genémico
de sangre periférica por PCR en nido (nested) en muestras
de la Ciudad de México. Gel agarosa al 1.5 % tefiido con
bromuro de etidio. Marcador de peso molecular 1 Kb (M), los
carriles 1-8 corresponden a las muestras de la Ciudad de México y
presentan un producto amplificado de 1.2 kb, control negativo (<) y
control positivo (+).
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Fig 14b .- Amplificacion del gene Env de VIH en ADN
gendémico de sangre periférica por PCR en nido (nested)
en muestras de la Ciudad de México. Gel agarosa al 1.5 %
tefiido con bromuro de etidio. Marcador de peso molecular 1Kb
(M), los carriles 1-9 corresponden a las muestras 9-17 de la
Ciudad de México y presentan un producto amplificado de 1.2
kb, control negativo (-) y control positivo (+).



Fig15a .- Amplificacién del gene Env de VIH en ADN gendémico de
sangre periférica por PCR en nido (nested) en muestras de Nuevo
Ledén. 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 LeoOn y presentan un producto amplificado de 1.2 kb, control
negativo (-) y control positivo (+).
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Fig 15b .- Amplificacién del gene Env de VIH en DNA genémicode
Sangre Periférica por PCR nested en Muestras de Nuevo Leon.
Gel agarosa al 1.5 % teflido 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 % teflido 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 16b- Amplificaciéon 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
gendémico de sangreperiférica por PCR en nido (nested) en
muestras de Puebla. Gel agarosa al 1.5 % tefido 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 (+).
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Fig.17b .- Amplificacion del gene Env de VIH en ADN
genémico de sangre periférica por PCR en nido (nested)
en muestras de Puebla. Gel agarosa al 1.5 % tefiido 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
genémico 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 % tefiido 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
amplificacion fueron clonados para caracterizar las secuencias de los nucleétidos
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 plasmidica 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 amplificacion 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 utiliz6 un gel de agarosa al 1.5%
tefiido 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 18 — 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 Determinacién del gene Env clonado usando el sistema
de Vector T por PCR a partir de colonias transformadas. Gel de
agarosa al 1.5% teflido 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

M 1234568

g"ﬁ»m&& -

va--au.a---.uoio!

—

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 Determinacién del gene Env clonado usando el sistema de
Vector T por PCR a partir de colonias transformadas. Gel de
agarosa al 1.5% teflido 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 Leén
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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 Ledn .
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Fig 21a Determinacién 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 1-11 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% tefiido 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% tenido 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% tefido 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% tefiido
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
nucleétidos 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 nucleodtidos 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 vy los oligonucle6tidos 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

CARCARCARCACARGARGARGTATACATATA CATTTTATGCARCAGGAGACGTRATAGGA
CAACAACARCACAAGRAGARGTATACATATA CATTTTATGCARCAGORGACGTAATAGGA
CCARCAARCRACACAAGAAGARARGTATACATAT CATTTTATGCAACAGGABACGTAATAGGA

PNNNTWRRS I H'IT 6P G RAF Y ATGDV I @6

NL-9 Z-ES (804727799 *1US-116

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 muiltiples 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 aminoéacidos(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 otra, en la posicidon 320 del alineamiento del gene env
correspondiente a las proteinas del VIH-1 subtipo B de referencia HXB2.

El tetrapeptido 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 tetrapéptidos: GPGG, GPGS, GPGA, GWGR,
y APGR.

Sélo se observd un sitio de N-glicosilacién 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 presentd 2
mutaciones en las posiciones 330 y 380 del alineamiento, presentando en su lugar
una Glicina y una Arginina respectivamente, la primera mutacién se presenté en la

segunda cisteina del asa V3.
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4.4.1.2. Estado de Nuevo Ledn.

La figura 27 muestra el alineamiento de las proteinas del VIH-1 obtenido de
muestras provenientes de 10 individuos infectados del estado de Nuevo Leén. La
cantidad de aminoéacidos 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_Serina) 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 G2-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 subtipoc 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, 3565 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) caracteristico del subtipo B fue se
conservd por 9 muestras (75%) mientras en las otras tres se observaron los
siguientes tetrapéptidos: GPGS(2) y RPGR.

Solo se observé un sitio de N-glicosilacion 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 ofros dos localizados en las
posiciones 262 y 301 que fueron altamente conservados.

Ademas, solo nueve de las 10 cisteinas presentes en la region C2-V5 se
observaron conservadas, mientras la cisteina localizada en la posicion 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 insercion 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 conservé 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-glicosilacién
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-V5
se mantienen conservadas, mientras que en la muestra Y12, |a cisteina localizada
en la posicién 45 presentd una mutacion por Arginina .

Al analizar las secuencias de cada estado a lo largo de la regién C2-V5,
encontramos que el tetrapéptidc 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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4.5. Analisis Filogenético y Estadistico de Todas las muestras provenientes
de 5 estados.

Los analisis filogenéticos se realizaron usando un programa del PHYLIP, 3.5 (21) y

CLUSTAL W, v.1.7 (20).Los programas de NJplot y Tree View fueron usados para

dibujar los arboles filogenéticos (22,23).

Los anilisis filogenéticos revelaron que todas las muestras de México en
este estudio se encontraban entre las variantes del VIH-1 subtipo B. EIl valor
obtenido de todas nuestras muestras fue de 95% (valor bootstrap) después de
haberlas repetido 100 veces . Los valores obtenidos en cada uno de los estados
fue: 86 % para la Ciudad de México (figura 32 ay b), 90 % en Nuevo Leén (figura
33 ayhb), 93 % en Jalisco (figura 34 ay b), 95 % en Puebla (figura 35ayb)y
finalmente 90 % para ¢l estado de Yucatan (figura 36 a y b), siendo estos valores
altamente significativos.

No se encontraron evidencias de subgrupos geograficos dentro de este subtipo
entre las sencuencias mexicanas en base a los andlisis de la regién C2-V5 del gen
env como se muestra en las figuras 37a y b. Los analisis filogenéticos
amplificados, incluyendo las referencias de las secuencias del subtipo B de la
base de datos del GenBank (10) no revelaron ninguna asociacion especifica con la
de las secuencias mexicanas (datos no mostrados). Los pares relacionados
epidemiolégicamente de las muestras de México (MX15/MX16, J7/J9, NL7/NL10,
Y6/Y10) fueron filogenéticamente confirmados con valores porcentuales altos

(valor bootstrap).
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Figura 32a

Relacion Filogenética del VIH-1 obtenido de las muestras de
la Ciudad de México basadas en el gene env
region C2-V5
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Figura 32b
Relacion Filogenética del VIH-1 obtenido de las muestras de
la Ciudad de México basadas en el gene env
region C2-V5

MX 17 1
MX 18

MX 11
8—6 F‘lL —(R) B.US.WEAU

MX 2

MX 12
MX 3

{—@ B.FR.HXB2
——(R) B.US.JRFL
1. MX 13

MX 1 B

MX 8

MX 6
"l_ MX 14

MX 20

' MX 4
{ MX 9

MX 21
| 08| MX 15

MX México
Referencias VIH-1 subtipo B MX 16
B.US.WEAU MX 5
B.FR.HXB2 P

B.US.JRFL

MX 10
MX7
MX 19

0.1 =




Figura 33a

Relacion Filogenética del VIH-1 obtenido de las muestras de
Nuevo Ledn basadas en el gene env
region C2-V5
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Figura 33b

Relacion Filogenética del VIH-1 obtenido de las muestras de
Nuevo Lebén basadas en el gene env
regiéon C2-V5
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Figura 34a

Relacion Filogenética del VIH-1 obtenido de las
muestras de Jalisco basadas en el gene env
region C2-V5
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Relacién Filogené:t%%léradgf' Q/IH-1 obtenido de las

muestras de Jalisco basadas en el gene env
region C2-V5
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Figura 35a
Relacion Filogenética del VIH-1 obtenido de las muestras de
Puebla basadas en el gene env
regién C2-V5
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Figura 35b

Relacion Filogenética del VIH-1 obtenido de las muestras de
Puebla basadas en el gene env
region C2-V5

P Puebla
m Referencias VIH-1 subtipo B
B.WEAU

0.1 B.HXB2
B.JRFL




Figura 36a

Relacion Filogenética del virus obtenidode las muestras
de Yucatan basadas en el gene env
region C2-V5
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Figura 36b

Relacion Filogenética del VIH-1 obtenido de las muestras de
Yucatan basadas en el gene env
regiéon C2-V5
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Figura 37a
Relaciéon Filogenética del VIH-1 obtenido de las muestras

de cinco estados de México basadas en el gene env
region C2-V5
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Relacion Filogenética del VIH-1 obtenido de las muestras
de cinco estados de México basadas en el gene env
region C2-V5
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La diversidad de los nucleétidos entre los 67 aislados de México fue mas
alta que la diversidad observada entre las 74 secuencias de referencia del subtipo
B obtenidas de la base de datos del Banco de Genes (10). Las secuencias de
referencia empleadas en este analisis fueron originarias de 14 paises: Estados
Unidos (50 secuencias con el subtipo B), Australia (2), Brasil (3), Canada (2),
Alemania (2), Francia (1), ltalia (1), Gabon (1), Gran Bretaiia (2), Haiti (3), Japon
(2), Holanda (2), Tailandia (2), Zaire (1). Para comparar los niveles de diversidad
entre los aislados de México y las secuencias del subtipo B no mexicanas se
realizo el siguiente analisis de 3 pasos. Primero, se construyd una secuencia
consenso para cada grupo basada en la secuencia de los nucleétidos. Segundo,
se computaron las distancias apareadas de cada aislado para la secuencia
consenso dentro del grupo. Finalmente se compararon los valores promedios
entre los dos grupos y se evaluaron estadisticamente. E! alineamiento de este
analisis fue limitado a 896 nucleétidos que es la posicion del nucleétido de 6860 a
7756 del mapa HXB2 (26). El valor promedio de diversidad entre el grupo de los
67 aislados mexicanos fue de 8.9% (rango de 5.1-11.8%) mientras que entre el
grupo de las secuencias de referencia del subtipo B el valor promedio fue del 6%
(rango de 2.9 a 10.3%). Las diferencias fueron estadisticamente significativas
(valor de p<0.007). Los valores de diversidad obtenidos en los 67 virus se

muestra en la tabla 8.
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Tabla 8 . Datos sobre los valores de diversidad obtenidos de los 67
- " - -
individuos infectados.

Reglox AR de Egadla de lp ~ Meds de Cuenta de COL Diversidad”
Pacientes Grogrifica Positivdad 4l V2 Enfermedad’ Transmissisn’
Mx-1 Cd. de Méxica 2 A2 Ho 660 7.2%
Mx-2 €d. de México 94 A2 Ho 344 7.6%
Mx-3 Cd. de México 96 B3 Ho 20 74%
Mx-4 Cd. de México 91 [+<] Ho 230 8.9%
Mx-5 Cd. de México %6 A3 Ho 338 9.1%
x5 Cd. de México 38 B3 Ho/Bi 150 7%
Mx-7 Cd. de Méxica 85 B3 Ho 68 10.6%
Mx-8 Cd. de Méxica 95 A2 Ho 484 72%
Mx-9 Cd. de México k] C3 Ho/BL 18 93%
Mx-10 Cd. de México 94 B3 Ho 145 9.9%
Mx-11 Cd. de México 93 A2 Ho 276 71.8%
Mx-12 Cd. de México 90 A2 Ho 425 8.4%
Mx-13 Cd. de México 98 c3 Ho 20 6.9%
Mx-14 Cd. de Méxica 92 B3 Ho 332 B.5%
Mx-15 Cd. de México 95 A3 HoBl 202 9.8%
Mx-18 €d. de México 95 A3 He 133 10.1%
Mx-17 Cd. de México o2 A2 Ho 554 91%
Mx-18 Cd. de México 9 c3 Ho/Bi 328 10.5%
Mx-19 Cd. de México 94 G3 Ho/Bl 480 9.2%
Mx-20 Cd. de México S8 [=] Ha 200 9.6%
Mx-21 Cd. de Méxica S7 A3 Ho 78 4%
NL-1 Nuevo Ledn A C3 Hao 143 6.9%
NL-2 Nuevo Leén 97 C3 Hor/Bi NA 78%
N3 Nuevo Leén 93 C2 Ho/Bl S8 S.6%
NL=4 Nuevo Ledn S5 C3 Ho 55 9.7%
NL-5 Nueva Lebn 97 2 Ho 161 8.8%
NL-6 Nuevo Leén ] 2 Ho [ B 8%
NL- NUevo Lebn 97 C3 He 13 8.6%
NL-8 Nuevo Leén 92 Cc3 Ho 111 8.8%
NL-9 Nuevo Ledn £ c3 Ho/Bl 5 10.1%
NL-1D Nueva Ledn 98 c3 Ho/Ba 38 8.7%
J41 Jalisco £ NA Ho NA 9.4%
J-2 Jalisco EC] A2 Ho 562 9.1%
J-3 Jalisto 98 B3 Ho 371 6.7%
J4 Jalisco 20 A2 Ho 537 8.5%
J-5 Jalisen 96 A2 Ho 644 7.2%
J6 Jalisco 88 Ho 359 10.7%
J-7 Jalisco 99 Ho 380 €2%
3-8 Jalisca 97 C3 Ho 96 B.4%
J-8 Jalisco 98 A2 Ho 550 51%
J-10 Jalisco 99 — B3 Ho 272 9.3%
J-11 Jalisco B [e5] Ho 76 10.1%
P-1 Puebla 95 c2 He 244 1%
P-2 Puebla 97 C3 He 28 7.9%
P-3 Puebla 96 Cc2 He 235 8.7%
P4 Puabla 96 [eX] He 162 10.4%
5 Puebla o4 [&] He 49 10.7%
PB Puebla 95 C3 Ho 63 1.7%
P-7 Puebla 94 CS Ho 105 8.1%
P-8 Puebla 93 C. io 88 10%
P-9 Pucbla 96 C2 Ho 335 8.6%
P10 Puebla 7 C2 Ho 314 9.1%
P11 Puebla 97 c3 He 2 10.1%
P12 Puebla 91 c3 He 16 2.2%
Y1 Yucatan 5 [%%) Ho 199 95%
Y-2 Yucalsn 97 C3 Mo 35 11.5%
Y-a Yucatan [T c3 Ho 215 9.1%
Y-4 Yucalan 97 Q Ha a3 8.9%
Y-8 Yucatan S2 B3 Ho 246 11%
Y-6 Yucatdn 98 B2 Ho 244 6.4%
o7 Yucatan 98 B2 Ho 230 6.6%
Y-8 Yucatan 91 Ha 433 10.6%
Y-9 Yucatan 92 C3 Ha 7 11.3%
Y-10 Yucatan o8 Cc2 Ha 125 8.6%
Y-11 Yucalan 95 C3 Ho 107 9.9%
Y12 Yucsian 95 B3 Ho 57 23
Y-13 Yucaldn ] B2 Ho 381 7%

'pe acuerdo a la clasificacion del CDC.
? Ho — homosexual, Ho/Bi — hamosexual/bisexual, He — heterosexual.
I Namero de CD4'/ml de sangre.
‘ Distancia nucleotidica al sitio consenso del serotipo B del VIH.
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DISCUSION

En México, al igual que en el resto de los paises del mundo, el VIH/SIDA se
ha convertido en un serio problema de salud puiblica. Hasta el 30 de septiembre de
1999, los casos diagnosticados de SIDA en nuestro pais eran 40,743,
estimandose 187,621 infectados con el VIH.(1) A pesar de la magnitud de esta
epidemia, en la actualidad la informacion que se tiene acerca de la distribucién de
subtipos de VIH-1 en México es limitada.(2-7)

El subtipo B es el mas estudiado principalmente porque los virus de este
subtipo representan |a mayoria de los subtipos circulantes en el mundo, es el
subtipo predominante en los Estados Unidos, Europa Occidental, Latinoamérica,
Australia (10) aunque otros subtipos no pertenecientes al B ya han sido
detectados en Estados Unidos(15), Brasil(13), Argentina(14), Honduras(10,11,12),
y Uruguay(10).

La predominancia del VIH-1 subtipo B ha sido mostrada en algunas
regiones de México por serotipificacién con péptidos sintéticos(2,3), ensayo de
mobilidad por heteroduplex (4,7) o por determinacion por PCR(7). Vazquez-Walis
y colaboradores, habian reportaron previamente por ensayos de serotipificacion
con péptidos sintéticos o por PCR especifico del subtipo de la region C2-V3,
observandose la presencia del subtipo B en un 89% vy, el 11% restante
pertenecian a subtipos no B.(3) que no correspondian a los subtipos A, B, C, D y
E. Gudino y cols.(4) reportaron el subtipo B mediante el ensayo de mobilidad por

heteroduplex, de la region V1-V5 y Vazquez-Walls(2) en otro estudio basado
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también en el mismo ensayo reportd el subtipo B , pero (inicamente en muestras
obtenidas de un solo estado (Guadalajara), sin embargo estos estudios son
indeterminados(3), ademas de limitados en los anadlisis filogenéticos y en la
subtipificacion en el pais.(2) Por lo anterior, decidimos analizar y caracterizar
filogenéticamente el subtipo predominante en México tomando en cuenta las
regiones con mas alta incidencia de casos de VIH/SIDA: Ciudad de
México(centro), Nuevo ledn(norte), Jalisco(oeste), Puebla (este) y Yucatan(sur).
La regién de envoltura dei VIH-1 sigue considerandosele como el blanco
principal para la subtipificacion(8). El analisis del segmento C2-V5 del gene env
puede proveer de informacion acerca de los subtipos de virus circulantes en un
area geogréfica dada(8). Basados en el analisis de secuencias del gene env, el
subtipo B fue el virus predominante entre la poblacién estudiada. La clasificacién
filogenética como subtipo B fué soportada por un alto valor porcentual de 95
%(valor bootstrap) en un andlisis global de todas las muestras analizadas y por el
andlisis individual de cada estado (86 % para Ciudad de México, 90% en Nuevo
Ledn, 93% en Jalisco, 95% en Puebla y un 90 % para Yucatan), considerandose
estos resultados altamente  significativos. Los pares relacionados
epidemiologicamente de muestras de México (MX15/MX16, NL7/NL10, J7/J9, y
Y6/Y10 ) fueron filogenéticamente confirmados con valores altos de bootstrap.
Ademas en base a los analisis de la region C2-V5 del gen env, no se
encontraron evidencias de subgrupos geograficos dentro de este subtipo entre las
sencuencias mexicanas. Los analisis filogenéticos amplificados, incluyendo las
referencias de las secuencias del subtipo B de la base de datos del GenBank(16)

no revelaron ninguna asociacidén especifica con la de las secuencias mexicanas

106



{(datos no mostrados). Ninguna de las muestras de México mostraron evidencias
de recombinacién intersubtipos (RIP) a lo largo de las regiones del gen env
analizadas ( datos no mostrados ).

Se determiné la diversidad de los nucleétidos entre los 67 virus de México
y se comparé con 74 subtipos B de referencia, provenientes de 14 paises y que
estan referidos en la base de datos del GenBank (9).

El valor promedio de diversidad entre el grupo de los 67 aislados mexicanos
fue de 8.9% (rango de 5.1-11.8%) mientras que entre el grupo de las sencuencias
de referencia del subtipo B el valor promedio fue del 6% (rango de 2.9 a 10.3%)
(valor de P<0.007). Este descubrimiento sugiere multiple introduccion de VIH-1 en
México y una historia relativamente larga de circulacién de este virus en el pais.
La diversidad de los nucleétidos entre los 67 aislados de México fue mas alta que
las observadas en las 74 secuencias de referencia del subtipo B referidas de la
base de datos del GenBank (8), ademas como resultado de este trabajo, las
secuencias nucleotidicas de los 67 virus obtenidos de pacientes infectados fueron
registradas en la base de datos del GenBank, con un nimero de acceso:
AF200855-AF200921, mencionando ademas que ninguna de las secuencias
provenientes de México han sido reportadas y depositadas en la base de datos del
GenBank en el tiempo en que se desarrollo este trabajo.

Al analizar las secuencias de cada estado a lo largo de la regiébn C2-V5,
encontramos que el tetrapéptido GPGR (Glicina-Prolina-Glicina-Arginina), el cual
es predominante en el subtipo B de| VIH-1, fue conservado en 47 (70%) de las

muestras estudiadas. Fueron observadas un 30% de mutaciones en esta region:
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GPGS (6 casos) GPGG (3), APGR (3), GPGK (2), GPGA (1), GPRR (1), HPGG
(1), RPGR (1) GPEG (1) y GWGR (1). (Tabla 6)

Ademas, observamos que los tetrapéptidos HPGG y GPEG, de Jalisco y
Yucatan respectivamente, no han sido reportados previamente (9).

Nos centramos en esta region porque el GPGR fomrma parte del
Determinante Principal de Neutralizacion Viral (PND). Varios estudios han
mostrado que el PND de los aislados del VIH-1 reside en el tercer dominio variable
(V3) de la gp 120, este dominio V3, es un segmento de 35-37 amino4cidos, que
posee dos residuos de cisteina en los extremos, lo que permite que se unan por
medio de un enlace disulfuro formando un loop o asa (posicion 303-338). La
Rosa y cols(17), mostraron que el PND contiene secuencias conservadas,
reportd que arriba del 90% de las muestras estudiadas presentaron un tripéptido
GPG(Glicina-Prolina-Glicina). Anticuerpos contra los aminoacidos de esta region
conservada son capaces de neutralizar a los aislados del VIH-1. De nuestras
muestras estudiadas, solo 59 (88%) presentaron este tripéptido caracteristico.

Estudios previos(18) mostraron que las mutaciones en el PND pueden
reducir o suprimir la formacién de sincitios sin afectar |la expresién de la gp160, el
procesamiento o la union a la molécula CD4. Esto sugiere que aunque el PND es
distinto de los dominios que participan directamente en la union de CD4,
elementos del PND son requeridos para llevar a cabo el evento de fusion a
membranas.

Las mutaciones observadas en el tetrapéptido GPGR de nuestras muestras,
sugiere muy probablemente que las funciones de tropismo celular, neutralizacion

por anticuerpos y formacidn de sincitios pueden encontrarse afectados en las
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muestras que presentaron estas substituciones, principalmente el estado de
Yucatan, que es el que presentd un mayor porcentaje de variacion.

El PND no participa directamente en la unibn de CD4, porque los
anticuerpos no bloguean |la unién gp120-CD4 (20), los resultados presentados por
estos investigadores, mostraron deleciones pequeiias, inserciones, o
substituciones que no afectan significativamente la unién de la envoltura con CD4.
Después de que se llevé a cabo la unién con el CD4, la adicién de anticuerpos
contra el PND, neutralizé completamente la infectividad viral. Esto demuestra que
hay un paso después de que se efectud la unién que si es bloqueada por los
anticuerpos contra el PND.

El origen de las mutaciones in vivo es mas debido en parte a la presién
selectiva impuesta por los anticuerpos neutralizantes generados durante la
infeccion. Variantes resistentes a los anticuerpos neutralizantes han sido
seleccionados in vitro e in vivo con mutaciones dentro y fuera del PND, ademas
hay evidencia de que los virus aislados de individuos en etapas de SIDA avanzado
soh mas citopaticos, tienen una cinética de crecimiento acelerado y el tropismo
celular esta incrementado(21-24).

Es importante mencionar que la region C2-V5 a analizar presenta uniones
disulfuro importantes para conservar la estructura conformacional de la gp120, los
virus provenientes de Nuevo Lebdn y Jalisco presentaron los 10 residuos de
cisteina presentes en esta region, los otros presentaron substituciones por otro
aminoacido, en especial uno de ellos, la muestra DF14 presentd dos
substituciones, uno de ellos en la cisteina que forma parie del asa V3, esto nos

lleva a pensar que perdié la estructura conformacional importante en donde se
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encuentra el PND. En una infeccién natural por VIH, la respuesta de anticuerpos
para la gp120 es dirigida a los epitopes conformacionales que son dependientes
de la integridad de los puentes disulfuro, ademas que probablemente exista
alguna alteracién en el tropismo celular, induccién de la formacién de sincitios o
bien en la neutralizacién por anticuerpos(25,26)

Los carbohidratos presentes en la gp120, representan aproximadamente
el 50% de la masa molecular de la glicoproteina. Esta continlia siendo la mas
divergente entre los genes, se encuentran al menos 24 sitios de glicosilacion (Nx
S/NxT) presentes a lo largo de las secuencias proteinicas de la gp120, en el
subtipo de referencia HXB2, cerca de la mitad de estos sitios de glicosilacion son
altamente conservados. y no estan distribuidos al azar en la molécula gp 120(27).

De los 24 sitios de N glicosilacion solo 5 sitios pueden ser importantes para
la infectividad viral. [Estos sitios son representados por: los nimeros del aa
presente en el subtipo de referencia HXB2 : 88, 141, 197, 262 y 276; de todos
ellos, los nimeros que forman parte de las secuencias de nuestros pacientes a lo
largo de la region C2-V5, son los sitios de glicosilacion presentes en las
posiciones 262 y 276, la posicion 262 esta localizada fuera de la region
hipervariable de la gp120 y la posicién 276 esta localizada adyacente a la region
hipervariable V3. Estos sitios de N-glicosilacion son importantes para la
infectividad viral(27). Willey y cols (31)estudiaron las mutaciones en varios sitios
de N-glicosilacién, encontrando que el perteneciente a la posicién 262 tuvo severo
dafio en la infectividad, esta pérdida fue atribuida a la substitucion de el

aminoacido asparagina (N) por un residuo de glutamina. Muestras de MX
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presentaron en forma altamente conservada el sitio de glicosilacién localizado en
la posicion 262. Ademas de que adquirieron sitios extra de glicosilacion.

Uno de las funciones importantes de los az(icares es el procesamiento y el
plegamiento de las proteinas de envoltura como se demostré por inhibidores de
las glicosidasas(28)

Debe ser considerada [a posibilidad de que la presencia de los az(icares
enmascaren ciertos epitopes antigénicos presentes en la gp120 a la respuesta
inmune. Se ha documentado que los carbohidratos pueden afectar el
reconocimiento inmune de antigenos virales, se ha encontrado que una mutante
del virus de la influenza produjo un azlcar que se localizd en un sitio que es
considerado como el blanco de los anticuerpos neutralizantes, en este caso, la
capacidad del virus para evadir a la respuesta inmune es conseguido a través de
un enmascaramiento del sitio blanco por los azucares(29)

Otros estudios han demostrado que la desglicosilacién de las proteinas de
envoltura del virus de la leucemia murina y el virus de la leucemia felina producen
anticuerpos neutralizantes mas eficientemente que su contraparte glicosilada(29)

Estos descubrimientos ilustran que las moléculas de carbohidratos de estas
glicoproteinas pueden influir en el reconocimiento inmune. Evidencias también
indican que ciertas madificaciones en las moléculas de carbohidratos de un virus
glicoproteico, tal como 1a desializacién de la gp 160, puede redirigir la respuesta
inmune a un epitope antigénico que es expuesto a un segmento proteico

noglicosilado(30)

111



Estas observaciones demuestran que la modificacion de las moléculas de
carbohidrato de un virus que posee glicoproteinas puede ser capaz de influir en la
accesabilidad de epitopes antigenicos por el sistema inmune.

Los resultados de este estudio fueron limitados, por un lado al tamafio de
la muestra y por el otro de que la mayoria de los virus fueron aislados de hombres
infectados por comportamientos homosexual y bisexual. Las mujeres no
estuvieron representadas en este estudio (solo dos muestras de mujeres) incluso
cuando la proporcion de los hombres: mujeres entre la poblacién infectada por el
VIH-1 en México fue de 6:1 (1)

La subtipificacion y la caracterizacion genética nos permite analizar los
patrones de la epidemia en el pais y en las comunidades, ademas para identificar
grupos de riesgo y ayudar a identificar las vias de transmision locales e
internacionales, se puede usar como una poderosa herramienta a nivel de
epidemiologia molecular, ya que puede proveer de informacion mas precisa
acerca de la epidemiologia y transmision del VIH-1 en la pablacién y en los
individuos y puede contribuir a datos esenciales para el disefio y evaluacion de los

esfuerzos de prevencion contra el VIH.
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CONCLUSIONES

Este estudio demostré que el VIH-1 Subtipo B es el virus predominante del
SIDA epidémico en México.

67 cepas de virus recolectadas en 5 distintas areas geograficas del pais
reflejan el modo de transmisién predominante en México.

Este estudio sugiere un papel relativamente insignificante de los subtipos

que no pertenecen al B en la epidemia en México.

Nuestro estudio ha contribuido con 67 secuencias de VIH-1 en México en la
base de datos del Gen Bank por primera vez.

Nosotros también observamos dos nuevos tetrapéptidos HPGG Y GPEG en el
asa V3 que no han sido reportados en estudios previos.

La identificacion de mialtiples subtipos genéticos del virus y una mejor
comprension de la diversidad genética del mismo son criticos para fortalecer
los esfuerzos internacionales para el control de la pandemia por el VIH.

Los resultados en este estudio son limitados debido al pequefio tamario de las
muestras de cada sitio y no excluye la presencia de otros subtipos en el

Pais.

Este estudio representa la primera blsqueda de la infeccion de VIH usando la
epidemiologia molecular basada en la secuenciacion del genoma viral en
México y justifica seguir monitoreando la epidemia del SIDA en todos los
estados de Republica Mexicana, lo cual nos llevara finalmente a conocer €l o

los tipos de virus existentes asi como las secuencias de los mismos que se
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encuentran en el pais, esto nos permitird entender la etiologia, transmision y

tropismo del VIH-1 en México..
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PERSPECTIVAS

Una de las principales aportaciones del presente estudio es haber contribuido a
las primeras 67 secuencias genomicas del Virus de Inmunodeficiencia Humana
tipo 1 (VIH-1) de México en ser registrados en la base de datos del GenBank,
ademas de que dos nuevos tetrapéptidos HPGG y GPEG

presentes en el asa V3 fueron observados y que no habian sido reportados
previamente.

Con el incremento de la infeccion por el VIH en los paises en desarrollo, la
implementacién de una vacuna efectiva permanece como prioridad.

Efegimos estudiar la gp 120 (regién C2-V5) del gene env, porque es [a
glicoproteina méas externa del VIH y porque en esta regidn se encuentra el asa V3,
el cual es el blanco de anticuerpos neutralizantes y ademas porque posee un
papel esencial en ia infectividad y en el tropismo viral.

El analisis de las secuencias de nucledtidos de la regién gp 120 del gene
env en cinco distintas areas geograficas de nuestro pais contribuyd a nuestro
entendimiento de la evolucion y diseminacién del VIH-1 . La diversidad vista en la
poblacion en estudio , el conocimiento actual de las secuencias particulares en
especial de la region V3 , es esencial para el disefio de vacunas efectivas y

estrategias de inmunizacién pasiva.
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Estos hechos abren desde nuestro purnto de vista las siguientes perspectivas:
Genotipificar cepas de VIH circulantes en otros estados de nuestro pais con
alta incidencia por VIH, asl como genotipificar las infecciones adquiridas por
otras vias de transmision como l|la heterosexual vy las adquiridas por
transmision vertical madre-hijo.

Es también clara la importancia de continuar el esfuerzo para identificar
regiones altamante conservadas, epitopes neutralizantes fuera de la regién V3
que puedan servir como blanco adicional para el desasrrollo de vacunas.
Disefiar vacunas altemativas desarrollada en base a las propiedades unicas

de la epidemiologia y patogenicidad del VIH-1 en nuestro pais.
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