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1.- INTRODUCCION




1.1.- VARIABILIDAD EN VIRUS RNA

La vanabilidad genética es una de las propiedades més caracteristicasde todos
los seres vivos y constituye la base de su evolucion, La aplicacion de nuevas técnicas
de biclogia molecular a {os estudios de genética evoiutiva ha demostrado, en el
terreno imolecular, la gran variabilidad genética existente en poblaciones naturales
{Avala, 1980

Los wiras, vy sobre tedo los wvirus RNA, no escapan a esta situacion,
presentando una elevada frecuencia de mutacion y, en consecuencia, una rapida
evolucion. Elvirus de la gripe constituyo un prototipe enlos estudios de la variabilidad
existente en estos sistemas. Desde los primeros trabajos, se planted la necesidad de
explicar la gran heterogeneidad chservada en los virus con genoma BNA y los
cambios geneticos y fenotipicos gue se producian. En el plano tedrico, se tratd de
entender ¢l mecanismo qgue subyacia en esta variahilidad observada, definir la
frecuencia de mutacion y la distribucion de diterentes genotipos (Domingo y Holland,
1988).

Las primeras evidencias de la alta variabikidad genética en virus RNA se
obtuvieron con bactenofages, a tinales de la década de los setenta. En experimentos
con el bactenotaga Qf3, se pudo cuantificar fa vanabididad de los fagos RNA. Se
observo que et virus estaba constutuido por una mezcla compieja de varniantes
genomicos, existiende como imedia 1 2 mutaciones entre cualawer genoma viable del
fago v la secuencia promedio de la poblacion. Bl estudio también mostro que pases
sariados de virus Q% clonados daban lugar a la generacion de vaniantes, mientras que
el genoma "promedio” del virus no vanaba durante las infecciones (Domingo vy cols.,

19781, De acuerdo a fos conceptos tedricos, y segun la terminolegia de Manfred
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Eigen, a esta poblacidn de ganomas virales relacionados se la denomina como "cuasi-
especies” {Eigen, 1971). Ei mmodelo propone la existencia de una poblacion viral que
Incluye una o vanas secuencias "master” y un "espectro mutante”, reflejo de todos
los vanantas virales que ditiere de la{s) secuencials) "master” (Domingo y Holland,
1988). Lasecuencia "master” es la secuencia genomica mas apta replicando en un
entorno defundo. dentro de la poblacidn global, esta secuencias pueden representar
una proporcidn minoritaria de las moléculas genamica. Este concepto tedrico se
comprobd que exphcaba la gran heterogeneidad gengtica y fenotipica obsaervaba en
virts RNAL Esto junte cor el gran tamano de las poblaciones permiten a los virus de
genoma RNA adaptarse a detenminadoes entornos (Domingo vy cols., 1985).

Dentro de 1os virus RNA se han descrito poblaciones virales con estructura de
"cuasi-especies” en virus gue infectan tanto animales como al hombre. Por ejemplo,
et virus de la estomatins vesicular (VSV; Steinhauer v Holland, 1987); el virus de la
fiebre altosa (FMODV: Domuingo y cofs., 1985}, poliovirus (Kinnunen y cols,, 1990);
el virus de la grnpe (Simith y Palese, 1988); el virus de la inmunodeficiencia humana
upo 1 (VIH 1 Myerhans vy cols., 1989, Groenink y cols., 1291). En general se
considerd gue 1odos los virds con genoma RNA presentan un modelo de distribucion
en "cuasiaspecies” {Domingo y Holland, 1988; Eigen y Biebricher, 1988}, Este
modelo puede aplicarse no séle a aislades naturales sino tambiéna cualquier poblacion
viral, asi como a poblaciones clonadas de virus RNA . Debidae a su extrema frecuencia
de mutacion y & la rapida seleccion de mutantes mejor adaptados al entorno como
son presencia de anticuerpos, de antivirales, cambics de tipos celulares donde se
replican y otros factores.

For ternuno medio, ta tasa de mutacion de les virus RNA se considera que es
de 10 2107 susutuciones/nuctedtido y ciclo de replicacidn, mientras que en genomas

DNA los valores oscilande 10 7a 107 (Domingo y Holland, 1988; Eigen vy Biebricher,
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1988; Temin, 1989, Myerhans y cols., 1989; Coffin, 1990,

La diversidad en las poblaciones de virus de genoma RNA y el tamafo de la
poblacion viral posibiitan una rapida adaptacion a nuevos entornos mediante camhios
antigénicos para evadir la respuesta del sistema inmune o el desarrollo de resistencias
eficaces contra antivirales (Domingo vy cols., 1990).

Las fluctuaciones y cambios en las poblaciones virales dentro de un individuo
nfectado dificulta el estudio de la infeccion producida por dichos virus {(Holland y
cols., 19325,

Dentro e ia evolucion de poblaciones de virus RNA se pueden encontrar
periodos de baa evolucidon o penddos de éxtasis, a pesar de la elevada frecuencia de
mutacion y su rdmda rephcacion. La observacidon se ha hecho tanto én la naturaleza
como en ensayos de laboratorio. Por ejemplic, se ha observado en la evolucion de
algunos genes del virus de la gripe (Gorman y cols., 1990), o en clones de VSV,
donde se han encontrado penodos de éxtasis en la evolucion de la poblacion frente
a penddos de rampda evolucion, dependiendo de las condiciones de los pases en
cultive del virus (Stemmhauer vy cols., 19891,

Lardapida evolucion de las peobhlaciones virales esta promovida por cambios en
las condiciones del entorno, las cuales onginan la pérdida del equilibrio de las
ponlaciones nérdida ejemnlo de la dominancia de secuencias "master”, mas éptimas,
y aparicion de nuevas secuencias 'master”. Obwviamente, cambios del contexto
promueven este desequiibno, tales como cambios externos {infeciones a nuevos
huéspedes o g nuevas (ineas celufares), o internos, presencia de particulas defectivas
nterferentes {Holland y cols. 1982 Domingo vy cols., 188%; Domingo v Holland,

1988; Stemnbauer y cols., 1989),



Los retrovirus son un grupe muy heterogéneo de virus que presentan un
genoma RNA con polaridad positiva, capaces de replicar a través de un DNA
intermedianio, DNA de doble banda, que puede integrarse en el DNA gendmico de la
célula huésped (Temin y cois., 1970; Baltimore, 1970), Este paso de RNA a DNA es
catalizado por una DNA polimerasa dependiente de RNA o transcriptasa inversa {RT),
que dio ongen a la palabra retrovirus (Temin y Mizatam, 1970).

Los retovirus son muy frecuentes en ios seres vivos y presentan diferentes
grados de mfecuvidad vy patogenicidad. Son clasificados segun su morfologia,
patogemaidad y por sumecamsmo de transmision, encentrando retrovirus endagenos
y exdgenocs. Los retrovirus endoégenos se encuentran dentro de la linea germinal y
miuchos de ellos san defectivos v en general no patégenocs (Daolittle v cols., 1989)

La familia de los retrovirus podemaos agruparla en diferentes géneros (tabla ).

1.2.1.- VIRUS DE LA INMUNGDEFICIENCIA HUMANA TIPO 1

El virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 {(VIH-1), agente responsable del
sindrome de immunodeticiencia humana (SIDA), es un virus perteneciente al género
de jos lentivirus Presenta una serie de caracteristicas comunes tales come un largo
periodo de mcubacion (por ello el termino fenhivirus), tropismo por el sistema nervioso
y por ¢l tejido hematopoyético, asi como estar asociado con supresién inmunoldgica

{Cotfin. 1990},



CLASIFICACION Y NOMENCLATURA DE LA FAMILIA RETROVIRIDAE

GENERQS
- Oncovirus tpe B de mamiferos MMTV

Oncovirus tipo C MLV
FalV

- Retrovirus npo D Virus del mono Mason-Pfizer
- Retrovirus tipo C aviares ALV

- HTLV BLY HTLWV-
HTLV-
STLV
BLV

- Virus espumuosos SFV
FaSV
BSvV

Lentivirus VIH VIH-1
VIH-2
SV
VISNA
ElAV
FIv
BV

TABLA |.. Clasificacion de Retrovirus

s b e i by, 1887

MIMTY D wiras del tarmior mennanio ded ratan: MOV virus de o leuceina marninag: FoelV: virus de la leucemia
tebina AW aaros de b bevcosis aviar BHTLV - virus hindotrdpico de las células T humano tipo b HTLV-1I:
virus iinborrapiee de s cdlulas T hiemano Upo 1 STEV: viras hinforropien de fas células T de simio | BLV:
viras de o e bowving, 3PV virus ooy st FeSY o virus sinotat felino; BSY virus sinoitial bovino;
VIHD winus

aneria antecioso v FIVD viras dela immunadehcienoa felinag 0 BV virus de la inmunodeficiencia

le o mmunodedficiencia homan, SV wiras de la inmunadelicenoa simia: ETAV: virus de la

Lrisven



El primer caso de sindrome de inmunodeficiencia humana fue descrito en un
homosexual masculino en Estados Unidos, en 1981 (NMWR. 1981, Gottlieb y cols.,
1981 Masur y cols., 1981, Siegal y cols., 1981}); después se descubrieron casos en
hemofilicos  (MMWR.  1982), en pacientes transfundidos (MMWR. 1982).
posteriornmente en drogadictos por via intravenosa (MMWR, 1982), y en hijos de
madres nlectadas (MMWR. 1982). ElI agente causal del sindrome de
mmunodeficenca humana (SIDAY fue dentificado en 1283 por el grupo de
Maontagruer {Barre Simoussi vy cols., 1883), como un retrovirus aislado de un paciente
conlntfeoadenopatias, porlo aue se denomind LAV (virus asocilado a linfoadenopatias).
Mas tarde tue aislado por el grupo de Gallo, denomindandote HTLV-II {(Gallo vy cols.,
1984 Papovic y cols., 19841, por considerarse semejante a los virus HTLV-1 y HTLV-
Il que habian sido descubierto anteriormmente (Poiesz y cols., 1981; Kalnaraman y
cels., 1982). Con posterionidad, se realizé otro nueve arslamiento por el grupo de
Levy, denomimandose ARV (virus relacicnado con SIDA; Levy y cols., 1984} yenla
actualidad se e wdentfica como SF2. A todos ellos se les designa actualmente como
VIH 1 {Cothin y cols., 19861

Tambuen ha sido aslado un virus en simios, asociado a inmunodeficiencia,
denomimado 31V, perteneciente al mismo género (Daniel v cols., 1985 Kanki y cols.,
1385).

En 1986, Clavel y colaboradores aisfaron un retrovirus relacionado con el VIH,
de un individuo de Africa Occidental con inmuncdeficiencia (Clavel v cols., 1986).
Este virus se caraciensaba por que sus proteinas Gag y FPol podian inmunoprecipitar
con anticuerpos contra VIH-1 pero no los productos del gen env; el nuevo virus se
denomind  pnimeramente LAV-2 y ahora se denomina VIH-Z  (virus de la

mmunodeficencia humana upoe 2).
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Las primeras secuencias de VIH-1 (Ratner y cols., 1985; Wain-Hobson y cols.,
1985}, HIV 2 (Guyader y cols., 1987 y de SIV-mac {Chakrbarti y cols., 1987),
permitieron realizar un analisis de secuencias mostrando un 42% de homologia de
nucledtidos entre & VIH 1 v el VIH-2, (Guyader y cols., 1387), en contraste con la
alta semejanza encontrada entre el VIH-2 v el SIV-mac (Chakarbatir y cols., 1987).

Partiendo de secuencias de diferentes aislados tanto de lentivirus hurmanos
como de simos, Eigen y Nieselt-Struwe calcularon el tiempo de evolucion de
diferentes secusncias (Bigen y Nieselt-Struwe, 1990). El método utilizado tenia en
consideracién  las  tres posiciones del codon y distinguia  transiciones de
transversiones, pero también asignaba probabiiidades individuales de sustituciones
de todas las posiciones de los nucledtidos. El resultade de este analisis permitid
considerar gue el punto de divergencia entre estos virus se encontraba hace 900 %

200 armos

1.3.- CARACTERISTICAS GENERALES DEL ViH-1

1.3.1.- ESTRUCTURA DEL VIRION

El VIH 1 presenta un wvirion con una estructura estérica de 110 nm de
diametro, con espiculas extenores {formadas por la gp120 y la gp41) ancladas en la
bicapa lipidica que constituyen la envuelta. Por debajo, se encuentra una capa
proteica (p1 71 y en suanterior un nucleoide en forma de cono truncado, formado por
una capside denonmimada core (constituida por la proteina p24), gue a su vez contiene
el materal gendmico {dos moléculas de RNA idénticas) y enzimas wirales

ranscnptasa mvaersa, integrasa y proteasa) thguras 1 y 25,



Bicapa lipidica

Representacion esquematica de la morfologia y estructura del virion det

ViH-1.

FIGURA 1.
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FIGURA 2 Cultivo de células MT-4 infectadas con un aislado de VIH-1
1y 2. celulas MT 4 intectadas con el VIH-1.1IB
3y &4 ceélulas MT-4 infectadas con & VIH-1 {Aislado 61/89)

Las barras locahzadas en la parte superior de cada fotogragias indican 100 nm

Mhcragratias elecironncas realizadas en el Servicio de Microscopias Electronica CNBCR
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1.3.2. ESTRUCTURA DEL GENOMA

El VIM 1 es un virus de genoma RNA, de polandad positiva y 9200
Aucledtidos. Su genoma esta constituido por tres genes estructuraies, al igual que
1odos 10s refrovirus (gag, pol vy env) (Varmur 1988) y otros genes no estructurales,
que se pueden agrupar en genes reguladores (tat, rev y nef), y genes accesorios (vif,
2SI RVASTVIRVAR G Rt FA SR IO

El DNA proviral se encuentra hmitado, a ambos extremos del genoma, por
secuenclasrepatidas tenninaleslargas (LTRs) lormadas por unas unidades funcionales
doesignadas U3 Ry Ub thgura 31 Estas wnidades tuncionaies son importantes para
la renhicacion oointegracion del viros er el genoma de la céluta huesped, contienen
promoton Yy avbvadores, con secusncas de reconocuniento para factores de

transcripenan viral, celufares y viralegs.
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FIGURA 2 Esguema genético del provirus de VIH-1
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1.3.2.1.- Genes estructurales

El gen gag codifica las proteinas del cere , origina una poliproteina precursora
de b5 Kd gue es procesada proteoliticamente durante la maduracion, dando lugar &
las proteinas p24,. p17, p9y p7 INH,-p17-p24-p9-p7-CO0OH; Muesing y cols., 1985;
Mervis y cols. 19885,

El gen pol coditica los enzimas virales; transcriptasa inversa (RT), proteasa €
integrasa. La poliproteina precursora es procesada por la proteasa viral para dar lugar
a p10 (proteasal, pb&6/51 (RT) vy p32 (integrasa).

La RT en suforma activa es un heterodimero de p66 vy p51. Se ha encontrado
que presenta dos actividades: DNA polimerasa RNA dependiente y RNasa H (Hansen
y cols., 1987; Larder y cols., 1987). En forma p51 carece de actividad RNasa H. La
actividad RNasa H juega un importante papel en la sintesis det DNA proviral,
encargada de digerir el RNA molde en el hibrido RNA:DNA formado en [a sintesis de
la 17 banda del cONA.

£l gen env coditica una gheoproteina de 160 Kd, que es procesada en gp120
(glicoprotema  externa, localizada en el extremo amimno-terminal) v en gp41
{glicoproteina transmembranat, localizada en el extremo carboxi-terminai), (Veronese
y cols., 1985; Robey vy cols., 1985}, Este procesamiento es fundamental para la
infectividad  del wvirus vy probablemente es realizado por proteasas celulares
mtracetulanmente, en un compartimento no lisosomal (Willey v cols., 1988; Kozarsky
y cols.. 1989} Ambos productes estan aitamente ghicositados {presenta 31 sitio de
glicosilacion, Allan y cols., 1985%; Myers y cols., 1990}, Después de ser procesadas
las dos immcléculas contindian estando unidas por enlaces no covalentes, en el extremo

amino terminal de ambas proteinas (Kowalsk: v cals., 1987; figura 4},
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En la gp120 se han localizado diferentes regiones: zonas altamente
conservadas y otras hipervanables (Starcich y cols., 1986; Willey y cols., 1986;
Modrow vy cois., 1987). Hay 5 zonas nipervariables (de V1 a V5, con un 25% de
aminoacidos conservados), separadas por 4 zonas conservadas {de C1 a C4,
presentando un 75% de homologia en sus aminodcidos). Todas las cisteinas
focalizadas enia gp120 estan conservadas en las estirpes analizadas, a! igual gue los
sitios de glicosiacion, suginendo que a pesar de la gran variabilidad de secuencia la
estructura secundaria de las glicoproteinas se conserva. En la gp 120 encontramos
el sitio de unidn alreceptor CO4, en una de las regiones conservadas, la C4 (Kowalski
vy cols. 1987y,

Foola gpd T podemos encontrar en el extremo amino-terminal junte ai sitio de
procesamiento un peudo de fusion (Kawalsk v cols, 1987), dominio implicado en
la fusion celuiar y en ta fonmacion de sincitios, Esta funcion fue sugerida en base a
estucios de homologia de secuencias con otros retrovirus y Ccon paramyxovirus
(Gonzalez-Scarano v cols., 1T987; Gallaher 1987y,

En fa mavyaria de los pacientes con S!DA pueden encontrarse anticuerpos
neutralizantes. en bajo titulo (Robert-Guroft v cols., 1985 Weliss y cois., 1985). Por
diferentes estudios se ha podido observar gue estos anticuerpos neutralizantes van
dingides contra la gp120 y gp41 (Matthews y cols,, 1286; Ho vy cols., 1987}, El
orncipal donumo nmuncdonunante ha side lecalizado en la zona vanable V3 (zona
de 35 amimoacidos). Se trata de un lazo situado entre dos residuos de Cys altamente
conservados, 1os cuales se piensa que estan unidos por un puente disuifuro (Putney
y cals., 1986, Palker v cols., 1988 Leonard v cols., 1990). Aunque es un zona
altamente vanable {(entre el 30-50%), se ha encontrado per comgparacion de
secuencias de diferentes aslados una secuencia de 8 aminocacidos altamente

conservados, IHGPGRAF, en el centro del lazo V3 (LaRosa y cois., 1990}, Se han
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encontrado anticuerpos naeutralizantes contra esta region (Goudsmit y cols., 1988;
Matsushita y cols.. 1988). La V3 se ha relacionado también con la capacidad para
formar sincitios. con la replicacion (Moore y Nara, 1991; Kutken y cols., 1982) y con
el tropismo celular (O'Brien vy cols., 1980; Hwang vy cols., 1991; Shicda y cols,,
1991) El tropisimo del VIH-1 por las células CD4" también ha sido reiacionado con
un sitio especitico de union al receptor C04 (McDougal v cols., 1986; Dowbenko y

cols., 1988).

1.3.2.2.- Genes no estructurales: genes reguladores

El gen tat codifica una proteina de 16 Kd, considerada transactivador viral
(Sodrosia y cols.. 1984 1988; 1886), incrementandg la transcripcion de 100 a 1000
veces tArya y cols, 1985). Este gen presenta homologias con el gen tax presente en
el HTLV-l y HTLV- 1.

El gen rev codifica una proteina de 12 Kd (Cullen y cols., 1988), factor
relacionado conta regulacion viral v esencial para ia replicacidn del virus (Feinberg v
cols., 1986, Sodruski y cols., 1986). En ausencia de la proteina Rev son sintetizadas
las proteinas reguladoras (Tat y Nefi pero no las proteinas estructurales del virus.
Aunque fos ingcanismos de accion de Rev no estan defimdos, algunos datos
suguieren que podria estar imphcadoe en estabilizar y/o facilitar el transporte de RNAs
de alto peso molecular del nacleo al citoplasma (Haseltine y Wong-Staal, 1988).

Eigen vef codifica para una proteina de 27 Kd (Guy y cols., 1987). Su funcién
es desconocida. aunque parece ser un regulador negativo de la replicacién viral
(Mederman y cals., 1988} Secuencias localizadas enias LTR son necesarias para la

actividad de osta proteina.



16

1.3.2.3.- Genes no estructurales: genes accesorios

El gen vif codifica una proteina de 23Kd (Lee y cols., 1986}, cuya funcién no
estda determinada. La observacion de gue mutantes defectivos en este gen
presantaban una menor eficacia para infectar lineas celulares CD4 " y transmitirse por
co-cultiva, hizo que se le denominase factor de infectividad. Sin embargo, virus
mutantes en vil son morfelogica y bioguimicamente indistinguibles del tipo normal

(Fisher v cols., 1986 Strebel v cols., 1987).

Et gen vpr codifica una proteina de 15 Kd (Wong-Staal v cols., 1987), primera
proteina reguladora de retrovirus que se ha encontrado asociada con la particula viral,
va que el resto de las proteinas reguladoras (Tat, Rev, Nef, Vif, y Vpul, no estan
asociadas al vinon, Esta proteina se ha relacionado con los estados tempranos del
ciclo de replicacion del virus, tales como la fermacién e integracion del provirus o en

la transcnpcion de este Vaishnav vy Wong-Staal, 1991).

El gen vpu codifica una proteina 15 20 Kd gue se encuentra fosforilada
(Strebely cols, 1988; Cohen y cels., 19901 Este gen sdlo esta presente en el VIH-1.
La proteina Vpu parece secamportante en la maduracion del virtén y en la liberacion
de particulas virales. Mutantes en este gen presentan un alto mve! de proteinas virales

ntracelulares (Terwilliger v cols., 1988; Klimkait v cols., 1990).

Una nueva proteina Tev/Tnv ha sido descrita en células infectadas por VIH-1
y codifica una proweina de 28 Kd de funcidn desconocida (Benko y cols., 1990;

Salfeld v cois., 1990).
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1.3.3.- CICLO REPLICATIVO DEL VIH

Ef ciclo replicativo del VIH incluye varias etapas: entrada en la célula, sintesis
e integracion del DNA proviral, expresion dei DNA en RNA y proteinas, y ensamblaje
y liberacion de los viriones (figura B).

El inicio del ciclo nmteccioso del VIH-1 comienza cen el reconocimiento vy
adherencia por parte del virus a un receptor especifico en la célula diana. Este resuitd
ser la proreina CD4 presente en la membrana plasmatica de las céiulas susceptibles,
principalmente céluias T y monocitos/macrdtagos (Maddon y cols, 1986; Greene,
1991) No obstante, enla actualidad se sabe que no todas la celulas que expresan
CD4 se mfectan por el ViH-1 v que algunas células que carecen de CD4 (como
astrocinos,. fibroblastos cutaneos o ceélulas epiteliales intestinales) pueden ser
infectadas (Cheng Mayer y cols,, 1987, Tateno y cols., 1989). £l proceso de unidén
implica una nteraccion entre el complejo de la envuelta (gp120/gp41) v el receptor
CD4. Lafusidn entre la envuelta del virus y la membrana de la célula huésped parece
estar mediada por la gp41, a través del peptido de fusion, facilitando la fusidn de la
cubierta del virus con la membrana céldar (Gallaher, 1987; Freed y cols., 1990).
Tambien contnbuye enta fusidn de membranas y en ta entrada del virus el lazo V3
de fa gp120. B domnmio V3 sufre una proteolisis que 'mplica un cambio en la
estructura conformacional ¢nla gp120 permitiendo que el péptido de fusidon entre en
contacto con ta membrana de la célula diana (Hwang y cois., 1991).

Cespues, el core entra en la celula, pierde su cubierta, y el RNA viral es
transcrite en el citeptasma a un DNA proviral de doble banda por la accion de la
transcriptasa mwversa (RT) asoctada al wvirion. El DNA proviral migra al nucleo,
probablemente unido a proteinas, donde se integra en el DNA gendmicao celular por

accion de la integrasa viral (Coffin, 19901,
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Una vez integrado el DNA proviral en el DNA cromosomico de la célula
huésped, la transcripcion, & partir del DNA prowviral, esta regulada por factores
transcripoionales (constitutivos o inducibles) de la célula huésped asi como por
proteinas propias del virus. Los LTR contienen secuencias intensificadoras gue sirven
de sitios de unidn de de factores transcripcionaies, algunos de los cuales son
expresados constitutivamente {Sp1 y TFHID} v otros inducidos durante la activacion
de las céiufas T, como NFB y NFAT-1 (Garcia y cols., 1987; Jones y cols., 1988;
Harrich v cois.. 1989: Lu vy cols., 1990; Greene, 1991). Estos factores
transcripoionates cefulares son suficientes para nducir un nivel basal de expresién de
los genes de VIH-1 enla célula infectada, produciendose RNAmM que van a dar lugar,
por un dohle procesamiento. a tos productos de los genes reguladores Tat, Nef y Rev
(Malim vy cols , 1989, Cullen y Greence, 1989).

Fl gencrma de VIH-T codifica dos tipes de RNAM que pueden ser diferenciados
segun su procesamiento y el momento en el que se expresan dentro del ciclo
rephcativo def virus: RNAM temprancs, gue codifican para las proteinas Tat, Nef vy
Rev y RNAm tardios gue son de dos tipos: procesados y sin procesar, y que codifican
las proteinas estructurales del virion v el RNA gendmico viral.

La expresion de los distintos RNAM va a depender de la presencia o ausencia
de la proteina Rev. Los niveles de Rev presentes en las céluias infectadas determina
la produmian diferencial de determinados RNA procesados o sin procesar, y permite
la transicion de ia expresion de genes tempranos a genes tardios, que lleva a la
produccion de proteinas estructurales (Cullen, 19917 Greene, 1991). Laaccidon de Rev
imphca [a umon directa a una secuencia especifica de RNA, denominada elemento
responsable de Rev (RRE) gue se encuentra localizada en el gen env, en el extremo
carboxi teriminal de a gpd 1. En ausencia de Rev se sintetizan solo la primera clase de

mensajsros (Feimberg y cols., 1986 Sodroski v cols., 1986; Felber v cols., 1989).
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La proteina Tat, trans-activador, incrementa la expresion génica, hasta 1000
veces, incluyendo la del gen tat (Sodroski y cols., 1985). Tat para su funcionamiento
necesita unirse a la secuencia de RNA, gue actua en cis, denominada TAR,
responsable de la trans-activacidon y localizada en fos LTR (Fisher y cols., 1986;
Dingwall y cols., 1989).

La funcion de la proteina Nef adn no estd definida. Se la ha refiacionado con
el establecimiento de ia fase de latencia viral y con la patogenesis de la enfermedad

{(Niederman vy cols., 19889; Kestler y cois., 1991).
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1.4.- VARIABILIDAD DEL ViH-1

1.4.1.- VARIABILIDAD GENETICA

Una de tas caracteristicas mas importantes del Vis-1 es su elevada vanabilidad
genética. Los primeros estudios que pusieron de manifiesto esta caracteristica fueron
realizados por mapeo de sitios de restriccion del DNA proviral de diferentes aislados
de VIH-1 de pacientes con SICA o complejo relacionado con SIDA (CRS} (Hahn vy
cols., 1984; 1985. Shaw vy cols., 1984; 1985). El clonaje y secuenciacion de
diterentes cepas pernnlio conocer la estructura del ANA viral v definir los diferentes
genes que o constittyen asi como estmar fa variacion (Ratner y cols., 1985; Wain
Habson v cols.. 198%; Muesing y cols., 1985; Sanchez-Pescador y cols., 1985).
Estos esiudios permntieron afirmar que la vanabilidao no se encontraba distnibuida
homogeneameante a lo largo del genoma. Asi se vio que el gen env presentaba la
mayor variabilidad, en comparacion cen otros genes. Al comparar secuencias del gen
env se definieron cinco zonas hipervanables (V1-V5), zonas que presentaban al
menos un 25%: de homologla de sus aminoacidos (Starcich y cols., 1986; Willey v
cols., 1986). Estas regiones se encontraban separadas por zonas altamente
conservadas, presentando un 75% de homologia. Las regiones variables comcidian
con sitins antigémicos (Modrow vy cols., 1987)

Midas tarde se comprobd que no sole existia diferencia entre aislados
mdependientes s también entre aislados sucesivos de un mismo paciente (Hahn
y cols., 1986). Los cambios gue se observan en el gen env son tanto mutacienes
puntuales como delecciones, inserciones y duplicaciones en tandem. Todos estos
cambios fueron focalizados en las regiones hipervarnables. La tasa de sustitucion de

nucleotidos para el gen env se calculd entre 2,3x10°  sustituciones/sitio/afio, y
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15,8x10 7 sustituciones/sito/ano. Para el gen gag entre 0,4x10 7 sustituciones/
sitiv/anio v 1,9% 10 sustituciones/sitio/ano. Estas estimaciones se basaban en la
camparacion de secuancias de virus de aislados secuenciales. La vanacion entre
aislados virales de un mismo individuo siempre fue menor que ia encontrada entre
aisiados de diferentes individuos.

£l estudio dela vanahilidad del VIH-1 "in vivo", se centré en clones obtenidos
de aisiados de diferentes pacientes, comprobandose gue estos aislados estaban
formados por genotipos relacionados pero distinguibles por el patrén obtenido por
enzimas de restriccion. También se analizaron clones obtenidos de una segunda
muestra del mismo pacients, y se comprobd la existencia de cambios progresivos
pero relacionados (Saag v cols., 1988).

Guodenow y colaboradores (19891 confirmaron ios datos ya mencionados por
Ssayg y volabhoradores (1988). Estudiaron por secuenciacion clones obtenidos de
diferentes regiones del genocma de VIH-1, amplificadas previamente por PCR, que
correspondian con una zona del gag (p24) y zonas del gen env (V1 y V2).
Compararon los virus ohtenidos directamente de PBLS, con los obitenidos después de
pases ¢n cultive de tejides. De este estudio se concluye: 1) En el VIH existe una
enorme  complepdad genética, cada aislado estd constituido por una mezcla
heterogensa de vanantes altamente relacionados pero distiguibles entre si, como
sucede en otros virus de genoma BNA, presentandc una distribucion en "cuasi-
especies” (Doumimgo vy cols., 1985 Eigen y Biebricher, 1988} 2] El genotipo
predaominante encontrade en la peblacidon de virus obtenidos de PBLs es ditferente al
de la poblacidn de virus gue habian sido rephcados en cultivos de tejidos, sugiriendo

gue tos cultivos "invitra” Imiponian un procese de seleccién. La diversidad encontrada
“inovive” es mayor que la chservada Min vitro”. 3) Existen numeroscs genomas

defectivas en el gen tat (B-15% por "cuasi-especie”) caracterizadaos por la presencia
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de codones de ternmunacion, mserciones, delecciones y sustituciones en algunos de
los genes esenciales, lo cual impide la replicacion del virus {Balfe y cols., 1990;
Brinchmann y cols., 1991} 4) No existe correlacidn entre la estructura de una
poblacién v la progresion de ta enfermedad. Esto fue confirmado también en otros
estudios sumilares reatizados (Meyerhians v cols., 18889; Delassus y cols., 1991,
Martins v cols.. 1991 Pang vy cols., 1991; Vartanian y cois., 1981; Kusumi y cols.,
1992,

Mias tarde se ha descrito la vanacion de secuencias de VIH-1 de aislados de
pacientes infectados can un mismo virus (Balfe y cols., 1980, Burger y cols., 1890;
MoeNearney vy cois., 1990; Klean y cols., 1991; Simmonds v cols., 1991). La
vanabihdad dentro de un mismo paciente es grande, pero ésta es menor que la
encontrada gn pacientes epidemiologicamente no relacionados {Balfe y cols., 1980;
Burger v cols. . 19390 Simmonds y cols., 1891},

Dentro de un paciente se compard las diferencias en la frecuencia vy
distribucion de las secuencias, entre virus obtenidos de cerebro y virus aislados de
sangre. Los resultados muestran una separacién entre fa distintas "cuasi-especies”

espectticas on cada tejdo (Epstein y cols., 19897 Pang y cols., 1991).

- Mecanismos de variacidn:

Et grado de heterogeneidad existente en fos Lentivirus, estd condicionado por
el numero de crelos de replicacidn v por el porcemtaje de error producido por los
enzimas nnplicados enla replicacion del virus (Coffin, 1986). Ademas los retrovirus
utihzan tres s1Istemas enzimacos:

1 Transcriptasa inversa, implicada en la sintesis del DNA a partir del RNA

viral.
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2) DNA polimerasa celular, replica al provirus iunto con el DNA celular.

3y BNA polimerasa Il también celular, responsabls de la sintesis de nugvos
genocimas virales (Vannus y cols., 1895; varnus, 1987; Coffin, 1980).

Estos enzimas presentan muy diferente porcentaje de error, por lo que la tasa
de mutacion obsaervada en estos virus puede depender de la contribucidon de cada un
de ellos enla replicacion del virus (Coffin, 1986). Ademas, la RT y la RNA polimerasa
I carecen de actividad exonucleasa, actividad correctora. Alguncs autores han
atribuido un mayor porcentaje de error a la RT del ViH-1 en comparacion con otras
RTs (Preston y cols., 1988, Roberts y cols., 1988 Jdi y cols., 1992 ). Sin embargo,
otros no lo apovan {(Rinchetn y col, 1930}, La frecuencia de error para un molde DNA
se encuentra entre 171700 v 1/7400 nuciedtidos (Preston v cois., 1988; Roberts y
cols., 1988; Weber v cals., 1889) y no difiere significativamente del molde RNA (Ji
y cols., 1992 Cuando esta considaracion se encuentra dentro de un ciclo de
replicacion, el porcentaje se oscila entre 2,5-10 errores por genoma de VIH-1. La
corporacion te errores no se distribuye uniformemente a o largo de todo ef genoma;
se ha visto que depende de! contexto especifico que le rodea. Los emparejamientos
erroneons A:G, nor ejemplo, ocurren cuando el molde de A se encuentra precedido por
parejas de nucledtidos como AT, TT, CT ¢ AC, y seguidos por parejas como NG, GT,
TC, o GC (Ricchett y cols., 1990). Cambios tanto de sustitucion en una sofa base,
como cambios de mas de un nucledtido se producen frecuentemente durante la
sintesis del ONA por fa RT (Roberts v cols., 1989).

La vanahilidad observada depende por un lado de la tasa de mutacién pero
también de la tasa de filacion de la mutacidn. Esta viene condicionada por la
seleccion, positiva o negativa gue ejerce el entormo.

Ooro mportante punto en la vanacion puede ser el fendmeno de

recombmacion Huy Temin basandose en el porcentaje de replicacion observado en
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sistemas experimentales, determinaron que la frecuencia de recombinacidn era del
orden de 0.2% por ciclo (Hu y Temin, 1390). Algunos ejemplos de recombinacion en
VIH-1 han sido descritos (Clavel y cols., 1989). Otros estudios demostraron la
existencia de recombimacton at replicar juntas dos cepas diferentes de VIH-1

(Vartanian y cols., 1991}

1.4.2.- VARIABILIDAD FENOTIPICA

Los mitneiosos varantes de VIM- T encontrados muestran también diferentes
propiedades tnologicas: cinetica de replicacion, capacidad de infectar diferentes tipos
celulares tropismal, y capacidad de producir efecto citepatico {Levy y cols., 1985;
Asj0 y cols., 1986; Anand y cols., 1987 Briesen von y cols., 1987; Dahl y cols.,
1987; Evans v cols,, 19871,

Auslados obtemidos de individuos con SIDA o con CRS muestran un alto
porcentaje de replicacion, frente a virus aislados de individuos asintomaticos,
agrupandolos en "slow/low" a los primeros vy como "high/rapid™ a los virus aislados
de mdividus en estado avanzado de 1a enfermedad. Ademas, los virus obtenidos de
individuos con sintomas pueden establecer una infeccidon persistente en lineas
celulares T, Larelacion entre el estado de la enfermedad v la capacidad de rephcar "in
vitro” sugiere gque en el curso de la inteccidon pueden seleccionarse agquellos variantes
aue replican mejor en célutas T {(Asid y col., 1986}

La capacidad de producir efecto citopatico, con formaciéon de sincitios
caracteristicos, ha side otra de las propedades bioldgicas gue han permitido
diterenciar los aislades de VIH-1. Los cambios citopaticos en cultivos infectados por
VIH 1 pucden existr o no, y ademas pueden ser de diferentes tipos (Asj0 y cols.,

1986; Ribsamen Waigmann y cols., 1986; Dahl y cols., 1987; Tersmette vy cols.,
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1988; Fenyd y cols., 1988). La capacidad de formar sincitios parece ser mas
frecuente en virus aislados en estados avanzados de la enfermedad (Fenyd vy cols.,
1988; Tersmette y col, 1988},

Cuando se analizan clones obtenidos de un aislado, se ha observado que los
clones procedentes de fos virus no sincitiales (NSI) tienen tcdos el mismo fenotipo.
En contraste, con aislados sincitiales (Sl) en los que se ha encontrado una mezcla de
poblaciones, encontrando clones Sl y clones NSI {Tersmette y cols., 1990; Groenink
y cols., 19971; Schuiteimakar vy cols., 1992).

Se ha conelacionado el paso de virus NS a virus Sl con el progreso de la
enfermedad (Cheng -Mayer y cols., 1988; Tersmette y cols., 19893}, £En consecuencia
las propedades bioldgicas del wvirus aisiado podrian tener un valor prondstico
{Tersmette y cols., 19838},

Otra de las caracteristicas fenctipicas del VIH-1 es el tropismo celular, que
puede  estar wudo a la patogenicidad vy a las manifestaciones clinicas de la
enfermedad en sl paciente, encontrando  virus  cen  tropisimo por
monocitas/imacrofagos y virus con tropismo por células T o infotropicos (Popovic y
cols., 1987) Se observd, por gjemplo. que virus aisladeos de cerebro y de médula
espinal de un nusmo paciente repticaban ambos en PBLs. Sin embargo. sélo el virus
ohtenide de cergbroinfectaha eficientemente lineas monocito/macrofagos (Koyanagi
y cols., 1887 Los aslados NSI, parecen ser mucho mas monaocitotropicos que los
virus Sty son menos transmisibles a lineas cetulares 7 (Schuitemaker y cols., 1991},
También se ha visto que clones NSI-monocitotropicos son responsables de la
infeccion persistente def VIH-1. La progresion de la enfermedad estd relacionada con
mncremento de clones T-tropicos frente a los NSI mono-tropicos (Groenmink y cols.,

19971).
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1.- Estudio de la vanabilidad del VIH-1 "in vitro" para comparar con la

variabilidad observada "in vivo ",

2. Anabsis de ta heterogeneidad genética y fenotipica de un aislade natural

del ViH-1 en cultivos de teiigos.

3 Estudio de ta evolucion de ciones ioldgicos, selecaionados al azar a partir
de un aislado natural de VIH-1, después de su propagacion en cultivos celulares a

diferentes condiciones de infeccién.

4 - Analisis del efecto de las diferentes multiplicidades de infeccion en la

evolucion de las distintas poblaciones virales.

9. Cuantutficacion de la variabilidad del VIH-1 durante su propagacion en

cultivos celutares.

6. Comparacion de la evolucion de los virus obtemdos tras pases "in vitro”

con la evolucion natural producida "in vivo” en el paciente.



2.- MATERIALES



2.7.- MATERIALES BIOLOGICOS
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Linfocitos de sangre periférica (PBL):

de donantes seronegativos para VIH-1.

de un paciente ViH-1

positive, hijo de madre drogadicta, VIH-1

positiva. De este paciente se tomaron dos muestras. Una primera denominada 61/89,

cuando el mno tenia 4 anos de edad. Y una segunda 14 meses después de la anterior,

Namada 259/917 (tabla M. Fueron cedidos por el Servicio de Diagnéstico v Referencia

del Centro Nacional de Biologia Celular v Retrovirus (CNBCR).

ELISA WESTERN BLOT
COMPETITIVO
AISLADO | DE ANTIGENG iFl P24’
RECOMBINANTE
il
GAG } ENV pt8 p24 p31 p41 p55 pbb gp120
O
61/89 b + + } S + -
259/91 E ; + + + S+ 4+ o+ + + + +*
! !
i |
Tahia li.- Caracteristica serologicas de los aislados 61/89 y 259/91.
24 detoroian de andigune 249 soluble por ELISA de caprura.
AT AGE g o
Monocitos/Macrofagos:  De  donantes  seronegativos  para  VIK-T,

(Departamento de Virclogia, del Instituto Karolinska de Estoclomo. Suecia).
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- Lineas celulares establecidas:

- MT-4 v MT-2: Células linfoides CD47, aobtenidas por co-cultivo de
linfocitos de sangre periférica (PBLs} de dos pacientes con el virus de la leucemia de
la células T humana tipe | (HTLV-) condintocitos de sangre de corddn umbilical de un
ndividuo sano (Mivostu y cols., 1982}, Las lineas celulares fueron cedidas por el Dr.
2.0, Rictunan

Las células MT-4 se caracterizan por crecer en suspension. Son células T,
susceptthles de serintectadas por el VIH-1, produciendc un marcado etecto citopatico
(ECPY v gran cantidad de virus. En ausencia de infeccion por VIH-1, las MT-4 se
agregan formando grupos, gue tras pipeteos son disgregados, volviendose a formar
despues de 2 g 3 h, ademas de presentar una morfologia caracteristica, con
prolongaciones citoptasmaticas {figura 11) (Pauwels vy cols., 1987; Szucs v cols.,
1988). Cuando estas células son infectadas por el VIH-1 estos agregados celulares
se dispersan, fas células cambian su morfolagia, voiviendose redondeadas y a
continuacion producen un ECP caracteristico, sincitios {(células multinucleadas
Gqugantes, globosas! o hsis celutar, como pudimos comprobar en nuestros ensayos de
infeccion,

U937-cion 2: Linea celular derivada de un Iinfoma histiocitico
1Sundstrom y Nilsson, 1976),
HuT-78: Linea celular derivada de linfoma cutaneo de células T
(Popovic v wols.. 19841,
- Cepas virales de referencia; VIH-1-11B (Popovic v cols., 1984) y VIH-1-RF

(Starcich vy cols., 1986). Cedidas por el Dr. R.C. Gallo.
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2.2.- MEDIOS DE CULTIVO

2.2.1.- PARA CELULAS EUCARIOTICAS

Todas las lingas celulares fueron cultivadas en medic RPMI 1640 (Flow;
suplementado con 10% de suero bovino fetal (SBF; Gibco), 2 mM L-glutamina (Flow),
100 wg/mi de pencilina (Antibiéticos, S.A.), 100 wpg/ml de estreptomicina
(Antibidhicos, S A v 0,.5% de tilesina (Flow}.

Para el plagueo se utihzo medio completo con 0,7% de agarosa {(Sea-plaque
Agarose, Marnne Colloid Corp).

Se ullizaron para of crecimiento celular frascos de 25, 75, 150 cm* de
superticie {Greiner), también se emplearon placas de 24 v 96 pocillos y placas de 8

cm’ de superficie (p35, Costar).

2.2.2.- PARA CELULAS PROCARIOTICAS

La cepa DHS de E. coli se crecid en medio LB, compuesto por 1% de extracto
de levadura {ODifco), 2% de hactotriptona, 1% de CiNay apH 7.5. En la seleccidn de
transformantes, porresistencia a antihidticos, se afadio ampicilina hasta 100 yg/ml.

Para el crecimiento en medio séhdo se anadid agar al 1.5%.

2.3.- PL

=3

SMIDGS

El ptasmido pBH10-R3 (Hahn y cols., 1984) que contiene el genoma coampleto

de un clon de VIH-1-1i8 en el plasmido pSP64 (Pramega), fue cedido por el Dr. R.C.
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Gallo.
Los plasmidos que contienen diferentes zonas del genoma del VIH-1 fuercn
obtenidos en nuestro laboratorio a partir del pBH10-R3 (Ldpez-Galindez y cols., 1991;

figuras & y 71

2.4. ZIMAS

|
|

Endonucleasas de restriccién {Boehringer-Mannheim, New England Biolabs),
fragmento Klenow de la DNA palimerasa | {Biolabs), trancriptasa inversa del virus de
la miefoblastosis avian (AMV-RT; BRL), DNAsa | (Promega), proteinasa K (Merck),
RMNAsa A (Pharmawal, Isozima (Merck), RNA polimerasas de los fagos T7, Sp6y T3
(Promega vy Stratagene), Ainph-Tag DNA polimerasa (Cetus} y polinucledtide guinasa

del fago T4 (Boehringer Mannhaim).

2.5.- 1SOTOPOS Y AUTORRADIOGRAFIAS

Los isotopos fueron suministrados por Amersham, a-CTP-P* (400 Ci/mmol},
y-ATP-P™ (3000 Cismmol), ¢-dGTP-P*7 (400 Ci/mmoi), a-dCTP-P* {3000 Ci/mmaol),
a-dTTP-P* (400 Ci/mmol).

Las pelicidas de autorradicgrafia eran de las marcas Agfa y Kodak. Las
pantallas intensificadoras de la senal radiogratica fueron de Dupont {(Laskey y Mills,
1977).

El revelador v tjador de Kodal.

El igqurdo de centelleo de Pharmacia.
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FIGURA 6. Esquema de la obtencidn de los plasmidos
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FIGURA 7.- Esquema de la obtencion de los plasmidos
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2.6.- MATERIAL PARA ELECTROFQRESIS

2.6.7.- GELES DE POLIACRILAMIDA

Se empled acnlamida, N'-N’-metilen-bisacrilamida, urea y persulfato aménico
(Boehringer), TEMED (N-N-N'-N'-tetrametil-etilen-diamina; BRL), Tris-base , EDTA, vy
acido horico (Mearck!.

Eni tos geles de proteinas utilizamaos glicina {Merck), SDS {Boerhringer), 2-
mercaptoeranol (Bio-Rad);, azul de hromotenol, xiencianot vy azul brillante de

Coomassie-R (Merck).

2.6.2.- GELES DE AGAROSA

Se empled agarosa uitra pura de Bio-Rad y Nu-Sieve GTG de FMC. Bromuro

de etidio de Bio-Rad.

2.7.- SECUENCIACION

se utilizaron  dideoxinucleotidos  (ddGTP,  ddATP, ddTTP, ddCTP),

deoxinucleotidos (dGTF, dATP, dTTP dCTP; Pharmacia). Los oligonucledtidos (tabla

) tueron sintetizados por Genetic Design (Texas)
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NOMBRE 5 SECUENCIA 3 POSICION GEN
BRU-_%_ 7}3_(3_96:5\/\GCTTGGGCCTGAGAATCCATAC 2278-2297 | RT
20RD TCAGTCCAGTCGTCTTITTTCTGGC 2890-2867 r RT

MAV3 1 __JETAAAACCATAATAGTACAGCTG 6642-6665 ENV

MAYV3-2 ATGAATTCTGGGTCCCCTCCTGAGGA 6913-6893 | ENV
7EU CGCTGCAGGGACAATTGGAGAAGTGAATTA | 7229-7250 ENV
43ED ] GCGACTAGTGATGATCCCTGCCTAACTETA 7919-7941 ENV

TABLA I - Secuencia de oligonuciedtidos empleados.

Damueracion segire Ratner y cojs,, 1985)

Solucion salina tamponada con fostatos (PBSE: CINa 137mM, CLK 2,7mM,
Na.AHPO. 8 1mM, KH PO,, pH 7.4 (Dulbecco y Vogt. 1954}
- Fenol equiltbrado con TNE: fenof destilado: cloroformo: alcohol isoamilico
(22:24:1, viv) con Tmg/ml de hidroxiguinoleina (Merck).
- TAE: Tris-hase 90mM; acido bérico 89mM; EDTA 10mM
- TBE: Tris hase 90mM, dcida barico 89mM, EDTA 10mM.
TNE: Tris-HC! b0t a pH 7.5 NaCl 100mM; EDTA 10 mM.
TE: Tris-HCIL10mM pH7,.5; EDTA 1mM, (10:1); Tris-HCI 1TmM pH7,5; EDTA
T, {11 Tris-HCH10mM pH7,5; EDTA O, 1mM, (1:0,1).
Solucion de cloruro de Guanidinag para extraccion de RNA:
GuCiH 7.5M a pH 7.0, acetato potasico 20mM; EDTA 4mM; vy DTT a una

concentracion tinal de 4,74 mgrmi.



- Solucion de extraccion de RNA (XB): Tris 50mM a pH 9,0; CINa 1T00mM;
EDTA 10mM; 0.5% 3SDS.
SSC: CINa 150mM; citrato sodico 15mM.
Solucion de azul de Coomassie: Azul de Coomassie al 0,5% en metanol:
acido acéuco: agua (6:1:7).
- Solucion de colorantes de dideoxi: Formamida desionizada 98%, azul

bromefenol 0,2%, xilenocianol 0,2%, EDTA 10mM.

2.9.- OTROS PRODUCTOS Y REACTIVAS

Agarosa para el plagueo (Sea-plaque Agarose, Marine Colloid Corp.) y Poly-L-
Lisina (PLL. Sigma}, rojo neutro {(Merck) v azul tripano (Flow}.

interfeuguina (L-Z, Amershamij, y Fitohemaglutinina {FHA-F, Difcol.

Limiphoprep (Nycomed. Pharmal.

Las sales morgamcas, dcidos, bases y disolventes organicos fueron de Merck,
Probus v Sigma.

Los detergentes: NP-40 (BDH) y Tween-20 (Bio-Rad}.

Ditiotreitol (DTT} y seroalbumina hovina (BSA) de Sigma.

Poly A v oligo-pditi12 18 y Sephadex G-25% (Pharmacial.

Farammunoelectrotransterencia se utihzéd membrana de immobilon (Millipore}.
Los sueros utilizados fueron una mezcla de sueros humanos positivoes a VikH-1
(Servicio de Diagnastico v Referencia del CNBCR! y anticuerpo de cabra anti 1gG
humana conjugado con peroxidasa de rabano picante (Bio-Rad).

Para ensayos de mimunofivorescencia se emplearon ademas de los sueros

humanos postuves para VIH 1, anticugerpos imonocionales anti p17 de VIH-1 y anti-
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p19 de HTLV-i {(Chemicen). Anti-ig-G humana vy anti-lg-G de ratdn marcado con

fluoresceina (Behring).

Inmunoensaye enzimatico para la deteccion de los antigenos del VIH-1 de

Abbotrt.

2.10.- MICROSCOPIOS

Microscapio optico de epifivorescencia y nicroscopio optico invertido (Nikon).



3.- METODOS
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3.1.- CULTIVQ CELULARES

3.1.1.- SUBCULTIVOS CELULARES

Las lineas celulares se crecieron en medio completo a 37°C en atmasfera de
CO. al 5% vy con 95% de humedad. Fueron mantenidas en suspension a una
concentracion entre 0,5x107 v 1x107 células/mt, cambiandc el medio cada 2-3 dias
para continuar su culuvo y con una viabilidad entre el 80 y el 98%, determinada por
nncion con azul frripano.

La conservacion de las lineas celulares se hizo por congelacion en nitrégeno
liquedo, en medio completo suplementado con 20% de SBF y 10% de DMSO como

agente crniocongelador. Se congelaron a una concentracion de 5x 109 células/mil.

3.1.2.- CRECIMIENTO Y CLONAJE DE VIRUS

3.1.2.1. Co-cultivo de linfocitos de sangre periférica

Lmfocnios de sangre peritérica (PBL) del paciente 61/89 se co-cultivaron con
PBL de un mdividuns seronegativo para VIH-1, previamente estimulados con 2,5 pg/ml
de PHA P durante 2 dias, antes de la inteccion. El co-cultive se mantuvo en medio
complete suplementado con 5 uml de (L-2, hasta la apancion del ECP, y deteccidn

de antigenu pZ4 soluble en sobrenadante por ELISA de captura antigeno.



40

3.1.2.2.- Produccion del inoculo viral inicial

Se infectaron 1x10° celulas MT-4 con el virus correspondiente a una
multiplicidad de infaccidon (im.d.i} de 0,1, en un volumen de 5 ml de medio completo.
Se incubaron a 27°C hasta la aparicion del ECP. Cuando se observaba que un 75%
de las células presentaban ECP se afadian directamente sobre un cultivo de 30x10°
de células MT-4 sin infectar en un volumen de 30 mi. Se mantenian nugvamente
hasta la aparicion del ECP, cuando el 75% de las céiulas presentaban un ECP (3 +),
segun o siguiente cniterto (Richman. 1990):

+ 1 Presentar de 2-5 sincimtios (células multinucleadas guigantes, globosas)
por campe observado.
4 2: Presentar de 5-10 sincitios por campo.

- 4 30 Un 75% de las céluias observadas presenta sincitios o muerte celular.

Las células infectadas se recogian por centrifugacion a 1200 rpm durante 10
min, separando por un iado el schrenadante y por otro el sedimento. El sobrenadante
se repattia en alicuotas de 1 ml y se conservaba a 70"C. El sedimento, una vez

lavado con PBS tambien se guardaba a -70"C, hasta la extraccion de RNA y de DNA.

3.1.2.3.- Infeccidn viral en lineas celulares

Los cultivos celulares se infectaron, tras retirar el medio de mantenimiento de
tas celulas. con ef volumen de virus adecuado. La absorcion se realizd en el minimo
volumen, durante t ha 37°C. Tras el periodo de absorcion se anadio medio completo,
dejando las células a una concentracion de 1x10° células/ml. Las células se incubaron

a 37"C en atmostera al % de CO., hasta la aparicion del ECP caracteristico.
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3.1.2.4.- Plaqueo,

El plagueo se realizd en células MT-4, basicamente segun el protocolo de
Harada vy colahoradares (1985}, en placas p35 tratadas con Poli-L-Lisina (PLL} a 50
pg/mi, durante 60 nun. a temperatura ambignte. Transcurrido este tiempo se [avaron
tres veces con PBS para reurar la PLL. A continuacidn se anadieron celulas MT-4,
3x10" células por pociilo, lavadas previamente dos veces con PBS y resuspendidas
en 1,5 mlde PBS. Se incubaron durante 45 min a temperatura ambiente. Una vez las
celulas farmaban la monocapa se retird ei PBS y se anadio 300 wt del inoculo viral,
preparado en medio completo, previamente a 37°C en atmosfera de CO, al 5%. La
absorcion del vieas se realizd durante 60 min. g 377C. Después de la absorcion, se
retiro el inoculo viral v se anadio 2 ml de medic completo con agarosa (Sea-Plague
Agarose, Marine Colloid Carp.) al 0,7%. Una vez adicionada la capa de agarosa se
pusieron a 4"C durante 3 min, hasta su sohidificacion. A continuacion, tas placas se
mcubaron a 37°C en atmdsfera al 5% de CO, durante 3 dias. Transcurnido este
tiempo se abadio una segunda capa de agarosa. A los 7 dias post-infeccion las placas

se visuahzaron a sinple vista.

3.1.3.- VALORACION DE LA INFECCION

3.1.3.1.- Tiwlacién.

Por widades Tormadoras de placa ufp) en célutas MT-4, siguiendo el

protocolo de plaguso desciio en el apartado 3.1.2.4.

Por dasis infectivas 50% (DI, ), detectando el ECP producido en células MT-
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2. Se preparaban diluciones del virus hasta 10" en medic completo. En placas de 96
pocilles se sembraron células MT-2, a 2x10° células/pociilo en 180 ul de medio, a las
que se le anadia 20 w de la diducion viral correspondiente. Como control se
sembraban 8 pocillos sin infectar, se anadio 300 ul de medio completo. La placa se
mcubarcn a 37"C en estufa de CO, durante 7 dias. Despues de este tiempo se
observo si los pocilios tenian ECP. La Dl se calculé segun el método de Reed-

Muench (Reed v Muench., 1938},

3.1.3.2.- Deteccion de antigeno_soluble

La deteccion de antigeno p24 en los sobrenadantes de los cultives se realizd
por un ELISA de captura de antigeno siguiendo las indicaciones del proveedor
(Abbott]. Consiste en un mMunoensayo enzimatico de fase soélida que permite la
deteccion de antigenos de VIH-1. Los virus presentes en la muestra a analizar fueron
nactivados con Trnton X- 100, A continuacion se adicieno unas esteras de poliestireno
recubiertas de anticuerpos humanos anti-VIH- 7, que se incubaron con las muestras
problema. Los antigenos de VIH-T presentes en la muestra se unen a dichos
anticuerpos. Después se anade un anticuerpo anti-ViH-1 de cenejo gue se une con
el antigeno de ViH-1 y luego un anticuerpo de cabra contra 1gG de conejo, conjugado
con peroxidasa. A continuacion se anade un sustrato especifico (O-fenilendiamina)
gue centiene peroxido de hidrégeno. La lectura de la actividad enzimatica se realizo
mediante espectrofotometria vy la determinacién de la reactividad o no de la muestra
depende de la comparacion de su densidad 6ptica con la gue presentan los controles
positivos y negativos introducidos en el ensaye. La sensibilidad del test para detectar

antigeno pZ4 de un isado viral es de 50 = 20 pg/imi.



43

3.1.3.3.- Inmunofiuorescencia indirecta

Células infectadas y no infectadas, lavadas previamente con PBS, fueron
resuspendidas en PBS v anadidas a un porta de inmunofiurescencia a razon de 1x10°
células/pocitio. Después de secar, se fijaron con una mezcla de metanol:acetona (1:1)
a-20°C durante 15 min. Pesteriormente, el inmunoensayo se realizé anadiendo sobre
cada pocdle un suero, mezcla de sueros humanos positivos a VIH-1, a distintas
diluciones, o bien en otros cdscs con un anticuerpe moenoctonal determinado,
incubandose siempre a 37°C durante 30 min., en camara humeda. A continuacion se
lava cada porta tres veces con PBS. Una vez retirado el suero o el anticuerpo, se
ncubo con ant-iimunoglobatina humana (anti igG) marcado con fluoresceina (a una
divcion 17207 cuando se utilizo el suero humano vy anti-lgG de raton marcado
también con tluorescemna (a una dilucion 1/60). en el caso de los anticuerpos
monaocionales. Nuevamente los portas se lavaron tres veces con PBS y finalmente una
ver con agua destilada. La wvisualizacon se realizéd por microscopio o6ptico de

epitluorescencia

3.71.3.4.- Deteccion de actividad transcriptasa inversa

La deteccion de la actividad del enzima transcriptasa inversa {RT) se realizd
segun el protocoeio descrito por Willey v colaboradores {19883, La valoracion se
realizo a party de 10t de sobrenadante de cultivos intectados, mezclados en una
placa de 96 pocilios con 50 ;4 de una mezcla de reaccion que contenia: 10 pCi/mi de
aTTP-FP, 5 ugint de Poly-A, 0,03 u. de absorbancia a 260 nm/ml de oligo-dT, Tris

1M pH 7.8; CIK 2M, DTT O, 1M, CLLMg O, 156M, NP-4C al 2%. Se incubd durante 30
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min. a 37°C. Despudés, 5l de la mezcla fueron transferidos a un papel de filtro DES1.
Una vez seco, se lavs 4 veces con 2xS8C y 2 veces con etanocl al 95%. Los filtros
se secaron a temperatura ambiente y se expusieron para autorradiografia a -70°C de
4-6 h. Posternorments se recortaron los filtros y la radioactividad se cuantificd en un

contador beta, con llgudo de centelleo.

3.1.4.- CARACTERIZACION BICLOGICA

Los diferentes virus 8e caractenzaron por su capacidad de replicar distintas
lineas celulares:

Lineas celulares prunarias: PBLs v monocito/macraofagos.

- Lineas celulares establecidas: Hut-78 y U937-2.

Los PBLs de donantes sercnegativos fueros separados por gradiente de ficoll,
y estimulados con 2.5 ug/ml de PHA P, durante 3 dias antes de la infeccidn.

Los monocito/macrofagos fueron preparades segun ef protococio descrito por
Valentin y colaboraderes (1990, Sangre heparinizada de donantes seronegativos,
fueron separados por un gradiente de ficoll y colecados en un frasco de cultivo de 25
o, en medic completo suplementade con 10% de suero de un individuo
seronegative para ViH-1 y con 20% de SBF. Después de 5 dias de cultivo a 37°C, las
celulas fueron lavadas con PBS para retirar las celulas no adheridas a la superficie de
frasco de cultivo. Bl cultivo fue mantenido despues en medio con 20% SBF.

Las lineas celulares empleadas para la caractenzacion hiolégica fueron
manterndas en las mismas condiciones que las MT-4 (apartado 3.1},

Durante la caracterizacion de los diferentes virus se valorod la producion de

virus dos veces por semana a lo largo de 1 mes (apartado 3.1.3).
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La caracterizacion bioldgica de los diterentes virus, presentadas en gste

trabajo, fue realizada por la Dra. E.M. Fenyd del Departamento de Virologia, del

institute Karolinska de Estoclomo {(Suecia).

3.2.- OQOBTENCION DE ACIDOS NUCLEICOS

3.2.1.- OBTENCION DE DNA

El DNA de celutas eucarioticas, lavadas previamente con PBS, se aislé segun
el método de Perucho y colaboradores (1981). Las ¢élulas sedimentadas fueron
resuspendidas en 10 voluimenes de solucion Tris 10mM pH 7,5; EDTA 10mM; CINa
0,15M, y protemnasa K a 200 pg/ml vy 0,5% de SDS. Incubandoese la mezcla durante
60 min. a 65T vy después toda la noche a 37°C. Se anadid, posteriormente, un
volumen de Tris 10mM pH 7.5; EDTA 10mM; CINa O,65M, y las muestra se trataron
3 veces con tenol v una con cloroformo-alcohol iscamilico (24:1). La fase acuosa se
precipito con 2,5 voliimenes de etanol absoluto a -707C durante 30 min. El DNA se
recogic por centntugacion 14.000 rpm. durante 30 min. a 4°C. Se secé vy se
resuspendid el precipitado en TE. Lalectura de la concentracion se realizd por D.O a

260nm .

3.2.2.- OBTENCION DE RNA

Serealizd a partir de un extracto de células infectadas lavadas previamente

con PBS, por el metode del cloruro de guanidina {(Winter y cols., 1985). Las células

se resuspendieron en un solucion a 4°C de cloruro de guanidina 7M {ver apartado
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2.8), hasta su homogenizacion. Después, se afadi¢ 0,5 volumenes de etanol al 95%
y se dejé toda la noche a -20°C. Se centrifugé a 14.000 rpm durante 30 min. a 4°C
y el sedimento se resuspendid en sclucion XB. A continuacidn las muestras se
trataron 2 veces cen leno), agitandose fuertemente durante 10 min. Después, de
extraer la fase acuosa se realizo una re-extraccion de la tase fendlica, anadiendo
solucian XB. Toda la fase acuosa obtenida se precipitd con CINa 0,3M, vy 3
velumenes de etanol al 85%, a -20°C durante toda fa noche. Se centrifug¢ durante
60 min. a 14.000 rpm a 4°C y el sedimento se resuspendié en agua destilada esteril

00, 1x do TE

3.2.3.- OBTENCION DE DNA DE PLASMIDOS A GRAN ESCALA ("MAXI-PREP")

Sea siguig el método de purificacidn del DNA plasmidico por precipitacion con
PEG 8000, 1tras Iisis alcalina (Maniatis y cols., 1989}, El sedimento de un cultivo de
250 mi. que haba sido crecido durante toda la noche a 37°C, se resuspendid en una
solucion que contenia Tris CiH 25mM pH 8,0 ; EDTA 10mM; 15% de sacarosa v
hsozima (2 mgyanl). La mezcla se incubd durante 26 min. a 4°C. Seguidamente, se
anadio una solucion de SDS al 1% y NaOH O, 2M. El DNA cromosemico v los restos
celulares se precipitaron por incubacion de la mezcla con acetato potasico 3M pH 4.6
durante 15 aun. a 47°C; el precipitado se atimund por centrifugacion a 4.000 rpm. en
un rotor Sorvall GS3 a 4°C. El sobrenadante se tratd con RNasa A (I1mg/ml), 20 min.
a 37°C. Seguidamente se realizaron 2 extraciones con feno! y se precipité con 3
volumenes de etanol absciuto, a -207C de 1-3 h.

El precipitado se resuspendid en TE. Después se afadido CiNa 1,6M que

contenia 13% (v/v) de PEG 8000. £l plasmido se recogio par centrifugacién a 4.000
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rpmoen un rotor Sorvall GS3 a 4°C/15 min, eliminando muy bien el scbrenadante. El
precipitado se resuspendio en TE, y se tratd sucesivamente con fenol. Se recogid por

precipitacion con ctanol y se resuspendié en TE,

3.3.- TECNICA DE DETECCION DE DESAPAREAMIENTOS POR DIGESTION CON

RNasa A

Se utihzo la téonica de deteccion de mutaciones basada en la capacidad de la
RNasa A para conar los desapareamientos puntuales en heterohibridos {RNA:RNA o
DNABNA). Esta técnmca de deteccion de desapareamientos por digestién con ia
RNasa A la llamaremos técmica de "mismatches”. Fue primeramente desarrollada para
la busgueda de mutaciones puntuales en genes eucarioticos: en heterohibridos
DNARNA {(Myers vy cols., 1985}, como RNARNA (Winter y cols., 1985}

En la figura 8 se muestra el esguema de la técnica. Basicamente consiste en
hibridar una  sonda RNA, marcada radiactivamente (P77), con RNA o DNA;
postenonmente los hibndos son digeridos con BRNasa A que corta donde existe un
desapareanvento. Los productos son anahzados por electroforesis en gel de
pohacrilamida en condiciones desnaturalizantes. Las mutaciones puntuales son
detectadas por la presencia de subfragmentos de RNA especificos,

Suapiicacion a estudios de vanabilidad vy epidemiologia molecutar en virus se
realizo en el virus de la gnpe (Lopez-Galindez v cols , 1988), en los cucumovirus
{(Owen y Palulkaitis, 1988}, en el virus respiratorio sincitial humano (Cristina y cols.,
1980 19813, v en el virus de la inmunodeticiencia humana {Lopez-Galindez y cals.,
12911, todos elios virus con genoma RNA. Esta tecnica también se ha aplicado para

detectar mulaciones directaimente en DNA o bien DNA amphficado (Myers vy cols,,
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1985; Almoguera v cols., 1988; Lopez-Galindez y cols., 1991), ademas se ha
utilizado para estudios de variabilidad y epidemioiogia molecular en virus de genoma

DNA, como virus herpes simplex (Rojas, 1991}
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FIGURA 8. Esquema de la técnica de "mismatches” aplicada a la comparacion de
cepas virales,
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3.3.1.- SINTESIS DE RIBOSONDAS RADIACTIVAS

Las ribosondas empleadas fuaron {ver figura 9):

- GAG: Se sintetizd por la RNA polimerasa T3 a partir del plasmide pG-1,
linearizando con Hind 1. Ribosonda de 386 nucledtidos (n), localizada entre las
posiciones 1259-1645% (numeracion segun Ratner y ccis., 198b).

- RT-5" Se sintetizd por la BRNA polimerasa T7 a partir del plasmido pPi-
deleccion de Eco RV, hinearizando con Bal |. Ribosonda de 360 n, locahzada entre las
posiciones 2202-2562.

- RT-3" Se sintetizd por la RNA pohimerasa T7 a parur de! plasmido pPSP,
linearizando cen Eco RV, Ribosonda de 325 n, focalizada entre las posiciones 2559-
2884,

- VIF-VPR: Se sintetizd por la RNA polimerasa Sp6 a partir del plasmido pS6,
linearizando con Nde |, Ribosonda de 668 n, localizada entre las posiciones 4704-
5372.

- ENV: Se sintetizd por la RNA polimerasa Spb a partir del olasmido pEH,
hneanzando con la endonucieasa Bgi Il Rihoseonda de 524 n, localizada entre las

posiciones 7199-7723.

3.3.1.1.- Preparacion de plasmidos

Los disuntos tragmentos de DNA correspondientes a diferentes genes del virus
habtan sido clonados previamente en plasmidos de! tipo pSP64 y pBSK (Lopez-
Galindez y cols., 1991). Estos plasmidos se transcribieron a RNA por medio de

secuencias promotoras para las RNA polimerasas de los bacteriofagos T7, 73 0 Sp6,
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en exiremaes opueslos v una region con mualtiples sitios para diferentes enzimas de
restriccidn que cortan una unica vez en el vector (figuras 6 v 7). Con el fin de obtener
rranscritos de longitud Gnica, los pldsmidos fueron previamente linearizados con
enzimas de restriccion adecuados, en las condicicnes recomendadas por el
suministradgor. Normalmente se digerieron 1-5 ug de DNA en 50-100 w4 de volumen
final de reaccion y se cuanulicaron per electroforesis en gel de agarosa al 1% en TEA
v oS¢ wvisualz o por oncion con una solucién de bromure de endio 10 pg/ml, oy

transiiummacion con luz Uv

Se sintetizaron sondas de RNA, ribosondas, por transcripcion "in vitro”,
utiizando coma malde los plasmidos descrnitos y usando 1os reactivos de Promega en
las condiciones que mdica el proveedor. Se utilizo una concentracion de 500 uM de
rATP, (TTP, v +GTP, vy 50 pCi de o-CTP-P’ (400 Ciummol). La reacciones se
incubaron durante 45 mina 40°C con 5p6, 0a 37°CconT7 o T3, y una segunda verz
anadiendo de nuevo enzima. La reaccion se pard por digestion del DNA molde con 1
u. de DNasa | (hbre ¢e RNasas) durante 15 min a 37°C . Las ribosondas se purificaron
por electroforesis en gel de peliacnlannda al 5% y urea 7M. En la figura 10 se
muestran  diferentes nbosondas separadas por electroforesis en un gel de
pohacnlamida urea, como control de su sintesis y para su posterior elucidn de la
banda correspondiente en acetato amoénico 2M v 0,1% de SDS (10h/37°C). Una vez
eluida la sonda, se precipito con etanel después de anady 30 g de tRNA de levadura.
Al final, se resuspendid en 10040 de solucion de hibrnidacion (85% de formamida;

CiNa 0. 4M: ECTA 1imM; Pipes 40mM a oH 6,7} vy se aimacend a -70vC.
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FIGURA 10 Dhterentes ribosondas separadas en un gel de poliacrilamida-urea
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3.3.2.- HIBRIDACION

Aproximadamente 1 yg de cada muestra de RNA celular total de células
infectadas con las distintas cepas, se hibridé con 2.5-5x10° cpm de la
correspondiente ribosonda (ver 3.3.1.2). La solucidn de hibridacion consistiaen: 85%
de formamida; CINa 0.4M; EDTA 1mM; Pipes 40mM a pH 6,7. (Winter, y cols.,
1985; Lapez-Galindez, v cols., 1988).

La tibridacion se realizd en un volumen final de 30 ul, en presencia de 30 ug
de tRNA de levadura, a 59°Crdh (Lopez-Galindez y cois., 1991), después de

desnaturalizar 4 95°C durante 3 min.

3.3.3.- TRATAMIENTO CON RNasa A

La digestion con la RNasa A se realizd en condiciones de digestion parcial a
30°C durante 30 nan. con 40 wg/ml de RNasa A (type ill, Pharmacia}; en 300 yl de
U tampon que contenia Trs 10mM, pH 7.5, EDTA 5mM; y NaCl 300mM (Winter vy
cols., 1985}

La reaccidn se pard anadiendo 20 yl de 3DS 10% vy 10 ul de proteinasa K (10
mg/mil ¢ incubandose a 37°C/15 min. Las muestras se desproteimnizaron con fenol,
despues de anadn 10 pg de tRNA de levadura. Se precipitaron con 2,5 volumenes de
etanol y pustenonmente se resuspendiereon an solucidn de electroforesis (97% de
formamida; 0. 1% de SDS; Tns 10mM pH 7,0; 0,01% de azul de bromofenol y de
xiteno-clanol)

Finalmente  se analizaron los fragmentos cohtenides por electroforesis,

primeramente en geles analiticos de poliacalamida al 8% en condiciones



54

desnaturalizantes con urea 7M, en TBE (geles de 20cm de large y 1,5 de espesor},
a 250V/2h Tras el resultado de este primer gel, se utilizaban geles de secuencia de
poliacrilamida al 6% v urea 7M; en TBE (geles de Q0,3 mm de espesor y 50 cm de
largo), a 1300V durante 3h. En ambos casos estos geles eran expuestios a -70°C,

durante 1 2 dias

3.4- MARCAJE DEL DNA DE ¢X174

Ei DNA del tago X174 digendgo con el enzima de restriccion Haelll, se utilhizé
como marcador de tamanos moleculares. Para elio se marco el extremao 3', con dGTP-
P* utiizando el fragmento Kienow de la DNA polimerasa | de £. Coli. En la mezcla de
reaccion se puso b ug de DNA de @X 174 certadoe con Haelil, con 1004M de dNTP
(dATPE, dCTP v dTTP), 104C de a-dGTP-P* todo elio en Tris-CIH 0,5M a pH 7.5;
CLMg O 1M; DTT 10mM; v 8SA 0,5 mg/mi. Se anadid el enzima (1u) y se incubd
durante 30 oun. a temperatura ammbiente y se precipind 2 veces en presencia de 10
mg/ml de IRNA . acetate amonico 0,3M vy 3 volimenes de etanol al 95%, siguiendo
el procedimiento habitual. El sedimento se resuspendio en agua destilada estertl o en

0,1xTE.

La secuenciacion se reahzo a partir del DNA o del BRNA obtenido de células

mfectadas (ver 3.2.1 y 2.2 2).
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3.5.1.- SECUENCIACION A PARTIR DEL DNA

La secuenciacion se realizd por secuenciacion cichca segun Ruano y

colaboradores (1991).

3.5.1.1.- Reaccion de amplificacion de DNA (PCR}

Cada reaccion contenia, en un volumen de BOul, Tug de DNA, Tu por reaccion
de Tagq DNA polimerasa, 125uM de cada uno de ios deoxinucledtidos trifosfato,
0,284y ae cada uno de los dos oligonucledtides imiciadoras, en solucidon PCR que
contenia CIK 50mM, Trns 10mM a pH 8.3, v ClLMg 1, 5mM.

El periil de ciclos empleados para las amplificaciones fue: un primer ciclo de
desnaturalizacion durante 5 min. a 94°C, sequido de 30 ciclos consistentes en
desnaturalizacion 94°C durante 20 sec., hibridacién duranie 1 min. a 60°C vy
polinenzacidon a 72°C durante 1 min. y finalmente un ciclo de polimerizacion de 10
min. & 72°C. La ampiticacion fue realizada en el Thermocyaler Perkin-Eimer-Cetus.

El resultado se analizd por electrotoresis en geles de acrilamida al 5% en TBE 1x.

3.5.1.2.- Reaccidon de secuenciacion por PCR

La secunnciacion se realizd por una PCR asimétrica, empleandose el DNA
amplificado, segun ef apartado 3.5.1.1 Se realizan 4 reacciones paraletas, cuya
mezcla de reaccion contenia solucién de PCR de secuenciacion (CIK 50mM, Tris
1CmM a pH 8.3 v Cl.Mg 2,5mM), 12,5uM de los desoxinucledtidas trifosfato, un

druca oliganuciedtido por reacciaon, del que se pone 0,5 pg, 10uCi de a-dCTP-P*, 2
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u. por reaccion de Tag DNA polimerasa y 1 w4l del DNA {amplificado anteriormente)
como molde. De esta mezcla de reaccidn se tomaron 7,5 u junto con 7,5 ul de cada
unc de los dideoxinucteotidos trifosfato (ddNTP): adG (160uM), ddA (500uM}, ddT
(500uM} v ddC {800uM}.

Los ciclos empleados para la secuencracion fueron 35, iguales a los empleados
para amphficacion ¢l DNA. Dependiendo de las zonas a secuenciar y de los
ohgonucleondos se adaptaron las temperaturas de hidndacion.

Despues se anadid a cada muestra 15 ul de solucidn de electroforesis (ver
3.3.3) y se analizd por electroforesis en un gel de secuenciacion al 6% de acrilamida

y Urea 7 M.

3.5.2.- SECUENCIACION A PARTIR DEL RNA

La sintesis de cONA a partir de RNA viral se realizé en varias fases:

oo Transenpon en reverso para oblener el cDNA a partr del BNA.
Hibridacion del aligonucleotudo complementane al RNA. Se utihzd 200ng de un
oligonuclaondo correspondiente junto a 200ng del RNA de células infectadas, se
calenté a 9C"C/2 min v a continuacidén se pusc a 45°C/45 min y se pasod
inmediatamente a hielo.

La reaccidn de transcripcion del cDNA a partir del RNA se llevd a cabo enuna
soiucton que contenia Trs 10mM pH 8,3, CIK 50mM, Ci.Mg 1.5mM, 0,01% de
gelatina, DTT O 1M, BNasma Tu y 0.4nM de cada uno de los trifosfatos dATP,

dGTP, dCTP v dTTP, ademas de 25 u. de AMV-RT porreaccidon, Seincubd a 42°C/30
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min, g continwacion a 95°C durante 1 min. y se pusc en hielo.

2.- Sintesis de la segunda banda del cONA,

Adicion del segundo oligonucledtido, ala concentracidn adecuada para que los
dos oligonucledtidos empieados se encuentren a igual concentracion final y 2,5u. Tag
palimerasa. Se realizaron 20 ciclos de: 83°C, 1 min., 37¢C, 1 min., 72°C, 5 min.
Los productos obtenidos son analizados gel de agarosa al 1,5% em TAE Tx.

3. Pundicacion del DNA amplificado por PCR.

ta punbicacedn del DNA se realico en geles de agarosa Nu-Sueve GTG 3% én
TBE 1x. La banda se visualizd par tincion con bromuro de eudio y se corté. Después
la handa fue electroeluida y precipitada en presencia de NaCl G, 1M y 2,5 volumenes
de etanct absoiuto, en las condiciones habituales y se resuspendid en TE a una

caoncentracion de O, 1 wgi.

3.5.2.2.- Secuenciacion del dsDNA lineal (PCR} con oligonucleotidos 5'-y-P**-ATP

marcado.

1. Marcale terminal en ef extremo 5'de oligonuciedudos.

Se usaron cantdades equimoleculares de oligonucledtido vy p-ATP-P*. Se
emplec la polinucledtido gunasa del fago T4, La reaccion se llevd a ¢cabo en una
solucion que contenia 6,66pmal del oligonucledtido a usar, 20 uCi, de y-ATP-P*
(3000 Cinmmolt, 10u. de pehinucledtido quinasa en tampon para quinasa (Tris 0,5M
pH 8, MgCi. G, 1M, DTT 50mM). Se incubd a 37°C/30 min. v a continuacion se puso
en hielo. Se punticd por columna de Sephadex G-25 en TE. Se recogid el volumen
excldo, se precipitd con 10mg/mi de tRNA, acetato amonmco 0,.3M y 3 volimenes

de etanct al 95%, siguiendo el procedimiento habitual. Se resupendio en 6,64l de
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agua destifada esten! o en TE y se cuantificaron las cpm.

2 - Reaccidn de secuenciacion.

Se pusieron a hibridar entre 20-100ng de DNA moide puriticado con 1-Zpmol
de ohgonucledtido miciador en una sotucién que contenia: Tns-CiH 40mM pH 7,5,
MgCl. 10mM, NaCl 50mM. Se calentd a 97°C/3 min y se metid en hielo. A
continuacion se repartd en cada uno de los tubos correspondientes (G.A,T,C) que

contenian 2 gl de ta mezela correspondiente:

MEZCLAS DE REACCION

G A C T
dGTP (1TmM) Bl 8l Bl St
dATP {TmiV gl Bl Sul Bul
dCTP (Tmh) 3ul 8l 8l 8ul
dTTP (TmiM) Sul 8l Sul 8ul
ddGTP (100uM) But
ddATP (100uM) S - -
ddCTPF {100uM) : 8l :
ddTTP (Y 00uM) - - Sl

H.0 60wl 50ul 60! 60l

Adado 2yl de mezcla de polimerasa (DTT O, 1M v 12u de DNA polimerasa T7).
La reaccion se meubdo & min:37°C y la reacoion se pard por adicion de 4ul de

colorantes dideox,
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Las secuencias de la zona V3, presentadas en este trabajo, fueron realizadas

por el Dr. M.A Martinez, del Centro de Biologia Maolecular.

3.6.- ESTUDIO DE PROTEINAS

Para el analisis de proteinas se partio de extractos de células infectadas con
tos distintoes virus y lavadas con PBS. Se afadid una solucion que contenia SDS al
2% ghowerol al 1% y Trs-CiH 0,08M a pH 6.8, Tras incubacian durante 10 min &
temperatura @mbignte, las muestras se guardarén @ -20°C. La concentracidn de
profeinas se deternuno por el método de Lowry {Lowry y cols., 18951,

Las proteinas de los extractos se separaron electroforeticamente por PAGE-
SD3, 5% gel concentrador v 10% gel separador, por el procedimienta de Studier
(1972, transhinendose a papel de bnmobiton (Millipore). Para elio, el gel de
poliacrilamda se eagunlibrd durante 30 i g temperatura ambiente en tampén de
transterencia ghoma 192mM, Tris 25mM a pH 8.3, 0,1% de SES). El soporte de
nitroceluiosa se moubd 5 min. en metanol y a continuacion 20 min. en tampon de
transterencia. La transterencia se reaizo a 250 mA durante toda ia noche a 4°C.

Una vez ¢l gel transterido al papel de mtrocelulosa, se procedid a realizar el
ensayo inmunoenzanatico sobre dichio papel. Los sittos de uridn inespecificos se
bloguearon 4 b atemperatura ambiene con PBS vy 10% de leche desnatada en polvo.
A continuacion se lavo el hiltro con Tween-20 0,05% (v/vy en PBS (PBS-Tw), v se
anadid un suero humano positivo para VIH-1, {dilucién de 1/100). incubandose 2 h
a temperatura ambiaente. Retirados los sobrenadantes y lavados los filtros con PBS-
Tw, se ncubaren duramnte 80 miun a temperatura ambiente en agitacion orbital con

anticuerpos de cabra anbi 196 humana (diluido 1/3000) conjugados con peroxidasa
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de rabano picante El filtro se lavo con PBS-Tw v se incubd con solucion de sustrato,
que contiene peroxido de hidrégeno como sustrate especificoy 3,3 diaminobenzidina
como cramogeno, hasta la visualizacién de las bandas, parandose la reaccion con

lavando con agi.

3.7.- NOMENCLATURA

Las poblaciones virales se designaron con una letra correspondiente a cada
clon mucial en mayasculas, segudo por el nimero del pase en cultivo y el logaritmo
de la mulnplicidad de infeccion empleada, todo esto como subindice, por ejemplo
F. ., nos mdicsa ia poblacidn resultante después de 15 pases de la poblacidon F, a una
m.d.a de 10 7 ulpiml (ver esquema, figura 14).

Toda la numeracion tanto de nucledtidos come de aminoacidos empleada en

el texto gs segun Ratner y colahoradores {1985).

3.8.- CALCULOS ESTADISTICGOS

En el analisis de datos obteridos en este trabajo se han utlizado distintos
metodos estadisticos

La comparacion de los resultados obtenidos se realizo mediante un analisis de
la vanianza (ANOVA)Y simple y postenormente se comprobaron los grupos por medio
de una t-Student. Los valores de P se calcularaon segun et test de probahilidad directa

de Fisher (Sokal vy Rohlf, 1969).



4.- BESULTADOS
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Linfocitos de sangre periférica del paciente 61/893, positivos en aislamiento
{ver apartado 2.1, se co-cultivaron con linfocitos de un individuo sano. A los tres
dias se valord la mfsccion, detectandose antigenc p24 soluble en el sobrenadante de
cultiva por ELISA de captura (2354 ng/mli y ECP + 3, visible al microscopio éptico.
En este momento se recogio, el sedimento de células y el schrenadante.

Con el sobrenadante 61/89 obtemidoe det co cultivo, se infectaron células MT-4
{ver 3.1.2.2), ohteniéndose la semilla, denominada S61, utilizada como material
aoriginal en este estudio. A las 3 dias post-infecctdn presentabia un ECP 3+, en el
75% de la célutas (Richman, 1990; ver apartado 3.1.2.2.; figura 11), 2,1x10° pg/mi

de antigeno p24 soluble en sohrenadante v titulo de un 1,8x10" ufp/mi,

4.2.. OBTENCION DE CLONES BIOLOGICOS

4.2.1.- DESARROLLO DE LA TECNICA DE PLAQUEO PARA ViH-1

En este trabajo lo primero que se reahizo fue la puesta a punto de un ensayo
de plaqueo para ¢l ViH-1, adaptando el protocolo empleado por el grupo de Harada
(Harada y cols., 1985) con aiertas modificaciones (ver figura 12).

Se valoraron fos siguientes pardmetros:

1) Concentracion de PLL.

2V Numero de celulas MT-4 necesarias para formar la monocapa.

31 Preparacion del wioculg viral,

4y Absorcion del indculo viral.
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FIGURA 11  Aspecto de células MT-4 infectadas con el $61 vy sin infectar.

A Células MT -4 sinnfectar
B: Células MT-4 nlectadas con el 561
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ENSAYQO DE PLAQUEO

&

[}

\ PLL (50ug/ml en H,0)

80 min / Temperatura ambiente
3 lavados con PBS pH 7.4

>

&

| Celulas MT-4
(3x10° /1.5 mi PBS)

45 min / Temperatura ambiente
Se retira el PBS

’ 300 ul de indeulo viral

60 min / 37°C (Absorcidn)
retirar el indculo

2 ml de medio con agarosa
al 0.7%

Solidificacién a 4°C
5 dfas a 37°C /5% de CO,
29 capa de agarocsa

Recuento de placas

Aislamiento de placas

FIGURA 12 - Protocolo de!l ensayo de plaqueo del VIH-1 en células MT-4.
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5] Soporte séhdo.

b) Visualzacion.

Los primeros experimeantos se centraron en determinar la concentracion mas
adecuada de PLL para favorecer la adherencia de las células a 'a placa de cultivo. Se
valoraronn  concentraciones desde 50ug/ml hasta 200pg/mi, nce encontrando
diferencias entre ellas. Se considerd mas adecuada la de 50ug/ml, ya que al ser mas
baja seria menos taxica para las céluias. El siguiente parametro que se vatord fue el
namero de células MT-4 necesarias para formar la monocapa en una placa p35. El
numero Optmo fue 3x10° MT-4 por p35, después de haber valorado desde 1x10°
hasta Bx10° T 4 por placa.

Una vez fornnada la monocapa se procedid a la nfeccidn de la misma, 3001
fue el minnmo volumen de indculo viral necesario para cubrir totalmante la superficie
de la monccapa. Uno de los parametros gue encontramos mas criticos, en todos los
ensayos, tue el pH del moculo viral; cualquier oscilacién de este producia efectos
negativos sobre ta adherencia de las células a la placa. Se decidid preparar el in6culo
viral en medio completo, previamente mantenido a 37°C en atmasfera de CO, al 5%,
para mantener un pH de 7.

La absorcion del indculo se realizo durante 60 min. a 37°C en atmosfera de
CO.al 5% A continuacian se retird el indeulo viral v se procede a la adicion de un
soporte séhdo gque anprde la disemimacion del virus (agarosa ai 0,7% en medio
completo, 2l por pecilio). Una vez adicionada la capa de agarosa, se incubo a 4°C
durante 3 i para favorecer su solidificacion.

A los 7 dias post-infeccion se visualizaban las placas. Segun los protocolos
descnitos, se visualizaban por tincion con colorantes vitaies como son el rojo neutro

oeltetrazobum (Harada y cols., 1985; Nakashima y cols., 1989}. Después de realizar
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FIGURA 13.- Plagueo de VIH-1 en MT-4.

A Células MT-4 sin infeciar
B: céiufas MT-4 infectadgas con VIH-T-IlIB, donde s¢ pueden apreciar 1as placas
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varios ansayos, se comprobo que las placas podian ser visualizadas a simple vista sin
necesidad de ser 1gfidas con ningdn colorante {figura 13).

Loes primeros ensayos se llevaren a cabo con sobrenadantes de las cepas de
referencia VIH-1-1B {Popovic vy cols., 1984} yv con el ViH-1-RF (Starcich vy cols.,
1386) v postenormente con el aislado espanol 61/89.

Una vez visualizadas las placas, se pinchaban y se resuspendian en 300 ul de
medio completo.

Las placas obtenidas se analizaron por:

1. Deteccion de VIH-1 en el sobrenadante de la placa resuspendida mediante

la determinacion del antigenc p24, por ELISA de captura de antigeno (tabla 1V).

CEPAS r PLACA i P24 (pg/mf)
ViH-T-I B i A | 9000
B 13000
‘ C 233800
D 42900
! E 28700
control | negativo
control ! neganvoe
6189 A 26700
' B 24000
C 20300
control negativo
control 1 negativo
{ control(-; a negativo

TABLA IV. Valores de antigeno de p24 soluble de las placas pinchadas.

Les placis son teoenradan con lefras eeomay e ulas.

Convarmeros pomanns s ndean las controles de zonas pimeahadas donde no exastian placas.

Contron i Odtuie MY A win aateciar
Todas Tas valorac ones det antigeno p24 fueran reaiizadas por ELISA de captura de antigeno. Se reahzaron
aouti dilinendey 1OT0O0

s slarmanto el pocillo control simomdoeetar
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2. Capacidad infectiva de las placas. El sobrenadante de resuspender las
placas obtenidas se volvié a plaquear, en distintos ensayos, permitiendonos valorar

el titulo que presentaba por ufp/ml (tabla V.

CEPA PLACA ufp/ml

WVIH-HHR 2,3x10°
1,6x107
2.4x10"
1,7x10°

1.3x10°

mUO®mE

61.89 4,0x107
3.0x10°
3,0x10°
4 0x10°

1.0x10°

m20Om>

TABLA V.- Titulos de los virus obtenidos de las placas en ufp/ml.

3. Crneticareplicativa de las placas en células MT-4. Se valord ia presencia de

antigeno p24 vy &l ECF a los 6 y 10 dias post-infeccion (tabla V1.
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DIAS POST-INFECCION

5Y DIA 10° DIA

CEPA PLACA P24+ ECP p24* ECP

VIH-1 118 A + - -+ + +

61/89 A + + + + + +

TABLA V.- Cinética de replicacién de diferentes placas en células MT-4.

Las placas son nomitradas con jetra maydseula

CWalurasin e anbgens 224 soluble enoel sobrenasdante det cullivo por ELISA de captura de antigeno.
EnopZdr - mdieg ik 27050 pg ol
vt oo YO7 1O gl

:

Fomdied posihva oero oo aivelas infeniores a 2750 pgiml

En ECP: + indica valtivo pasitivo, el auriento an el ndmero de + ndica aumento on el ECP,

mdicie Lo b negabiva en los pardtnetros vatorados

T Asiannento do virts, de una fona donde ne aparecia vlaca, dentro de un poctlio con placas.
2 Asslaruento del pocitio control sioanduectar,

3 Cohulin MT 4 anhsadas como control negat vo
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4.2.2.- CLONAJE DEL VIRUS S61

A partir del $61 (ver apartado 4.1), tras un primer plaqueo, se pincharon, 5
placas (denominadas A,B,D,EF) que fueron nuevamente purificadas por cinco
nlagueos consecutivos. El experimente se esquemanza en la figura 14,

Al final de este proceso, se analizaron dos placas de cada placa inicial,
eligiendose placas de tamano diterente (grandes y pequenas).

Este proceso se realizd en paralelo con la cepa de referencia, VIH-1-11IB, de la
cual se anahzaron 4 placas de cada placa inicial.

Al tinal del proceso de clonaje en el que se contaba con poblaciones virales
geneétucameanie homogeneas se prepard una semilla, de cada piaca final. A estas

placas se les denoming clones virales,

4.2.3.- CARACTERIZACION Y SELECCION DE LOS CLONES

4.2.3.1. Caracterizacidén genotipica

De las clones aislados directamente de placa y amplificados una vez en MT-4,
se extrajo el RNA y se caracterizaron 10 clones del S681 y 20 en el caso del VIH-1-
e

Se caractenzardon gengticamente estos clones en base al patrén de bandas
obtenido por la aplicacidon de la técnica de "mismatches” (Lopez-Galindez vy cols.,

1988; 1991,
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FIGURA 4.
condiciones de infeccion del aislado 61/89.

Esquema del aislamiento de placa y pases seriados a diferentes
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Se utillizaron las ribosondas de las regiones gendmicas (previamente descritas
en 3.3.1) GAG (386 n), RT-5' (360 n), RT-3" (324 n}, VIF-VPR (668 n) y ENV (524
n), de la cepa de referancia VIH-1-11IB (ver figura 9). Con las & ribosondas empleadas
se analizaron un total de 2267 nucledtidos, lo que representaba apreximadamente un
25% de todo el genoma. Las sintesis de las ribosendas, junto con el resto del ensayo
de deteccion de desapareamientos por digestion con RNasa A, se realizé segun lo
descrito en métodos (Ldpez-Galindez v cols., 1991; apartado 3.3}

Se comprabd que ias dos placas procedentes de la misma placa presentan
patrones déenhcos de bandas con tadas las ribosondas analizados (RT-3°, VIF-VPR y
ENV}. Después del estudio de las placas del S61 con estas ribosondas se
selecoonaron B clones del 561, diferentes entre si en al menos un patréon de
"mismatches” con alguna nbosonda  Ademas se selecciond un clon con patrdn
identico a otro, el clon C que procedia del pendltimo plaqueo de ta serie B {ver
esquema del expenimento, figura 14), presentando un patréon de "mismatches™
identico al clon B

Enlas higuras 15, 16, 17 yv 18 se muestran los resultados de la comparacién
de los patranes de bandas que presentan lus seis clones elegidas del S671 junto can
el de la semila (S61), con las b diferentes ribosondas (GAG; RT-5°; RT-3'; VIF-VPR

y ENV).
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FIGURA 15.- Analisis genético por la técnica de "mismatches” en el gen GAG de los 6
clones elegidos en comparacién con el $61.

HIB: Cepa de reterencia homdloga
Los clones son nombradoes igual gue en la tigura 14,
M- DNA de @X174 digendo con Haelll v utihzado como marcador de tamanos (en nucledt:dos).

P Ribesonda sin digernn

MT-4: Caontrol de células sin infectar,

Las puntas de Hecha indican bandas diferentes, respecto al patran del S61. estas bandas han servido para la
seleccion de los clunes

" Bandas que corresponden a mutaciones especificas del clon BH10, utilizado para la sintesis de la sonda v que

es1d presente en el virus VIMH T-IIB. Se consideran como fondo del ensayo
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FIGURA 16.- Analisis genético por la técnica de "mismatches” de la zona RT de los 6
clones del S61 elegidos y del S61.

Panel A: Expenmento con la zona 5 del gen RT.

Panel B: Experimento con fa zona 37 del gen RT.

HIB: Cepa de referencia homdloga.

Los clones son nombrados igual que en la hgura 14,

M: DNA de @ X174 digendo con Haelll y utilizado como rmarcador de tamancs {en nucledtidos).

P: Ribosonda sin digerir

MT-4: Cantrol de células sin intectar

Las puntas de flecha indican bandas diferentes. respecto al patrdn del S871. estas bandas han servido para la
seleccion de los clones.

* Bandas que corresponden a mutaciones especificas del clon BH10Q, utilizade para la sintesis de fa sonda y que
es1d presente en el virus VIiFH-1-1IB. Se consideran como fondo del ensayo
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FIGURA 17.- Analisis genético por la téecnica de "mismatches” de las zona VIF-VPR de los
6 clones elegidos comparandolos con el S61.

HIB: Cepa de reterencia homdologa

Los clones son nambrados wgual que en la figura 14,

M: DNA de ®X174 digendo con Haelll v utiizado como marcador de tamafios (en nucledtidas).

P: Ribosonda sin digerir

MT-4: Control de células s infectar.

Las puntas de flecha indican bandas diferentaes, respeclo al patron del S561, estas bandas han servido para la
seleccion de los clones
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FIGURA 18- Andlisis genético por la técnica de "mismatches” de los 6 clones elegidos
comparandolos con el S61 en una zona del gen ENV.

INB: Cepa de referencia homdloga.

Los clones son nombrados igual que en ta figura 14,

M: DMA de @X174 digerido con Haelll y utlizado come marcador de tamafos {en nucledtidos).

P Ribosonda sin digerir,

MT 4. Control de células sininfectar,

Las puntas de fizcha indican bandas diferentes, respecto al patrdn del $61, estas bandas han servide para |a

selecodn de Tos clones.
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£ la tahla VUl se resume los patrones de los diferentes clones, comparandolos

con ¢f det S61.

CLONES PATRON DE BANDAS
GAG RT-% RT-3' VIF-VPR ENV
5671 M N N N N
A N D [ N N
1 14 2
B | N D N N N
| 1 1,4+ 2
C P D N N N
- -1+ 2
D 0 N N N N
. | -3
E ] oo+ N N N N
L _4_ - + 30 3
F N N N N N
i +2 3

TABLA Vii. Comparacidn del patréon de handas entre los clones seleccionados vy el
S61.

Ny Fatrdn uel S0
D Fation dierenn
vooooindisan perindie oo ganancra Jdo bhandas, respactivanente.,

Coarvehreer porieaary cfesfirece,
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Se observa que los clones A, B, y C,, presentan similar patron de bandas en
las zenas GAG. RT-5", VIF-VPR y ENV. El A, se diferencia en la zona RT-3" de los
otros clones.

Los clones O E vy F.son idénticos en las zonas: RT-5", RT-3 y ENV.

El clon Do presenta el mismo patrén en la zona VIF-VPR que los clones A,, B,
y C..

El clon F. presenta el mismo patron en ia zona GAG al A,, By vy C..

ar
Tambien se analizaron 20 clones procedentes del VIH-1-111B con las ribosondas
de fas zonas R7T-37. VIF-VPR vy ENV, ancontrandose de todas las placas analizadas
solamente un patrdn diferente respecto a la semilia def VidH-1-11IB enia zona VIF-VPR
(dato no mostrado).
Solo se estudiaron, por pases senados, los clones procedentes de la semilla

S61, pero no los obtenidos de VIH-T-IHB va que presentaba idénticos patrones de

“mismarchaes”.

4.2.3.1.2.- Seq

cuenciacidén de las mutaciones phservadas por "mismatches”

Una wvers analizada la diversidad genética por medio de la técnica de
“mismatches” decidimos caracterizar 1as mutaciones que diferenciaban los clones.,
Entre ellas ia focahzada en la zona RT3’ del clon A (ver hgura 16). Para ello
secuenciamos la zona localizada entre fas posicion 26558 y 2794, Se secuencié a
partir det DNA de cultivos infectades amplificado per PCR con los oligonucledtidos
20RD vy 3RU {ver tabla Hl} y una segunda amplificacion asimétnca con el
chigonuclaotdae 20RD, segun el protocolo descrito en el apartado 3.5.1. Se secuencid
el 561 como representante del patron mavyoritano, v el A, (hgura 19},

Al comparar la secuencia del clon A con el S61 se vieron dos cambios de
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nucledtidos, mutacienes responsables  del diferente patrén observado por
"mismatches”. Los cambios se localizan en la pasicion 2727, en el que cambia una
A presente en S61 por una G en el A, y en la posicion 2734, en el que cambia una
T por una C. Estos dos cambios van acompanados de cambio en los respectivos
ammoacidos, en el primer caso cambia una Thr por una Ala (aminoacido 200), vy en
gl segundo una Ne por una Thr laminoacido 202). El cambio Thr por Ala se encuentra
tambien en fa cepa VIH-T-MN, el segundo camhb:o lle por The no se encuentra en
ninguna de las cepas descritas (Myears y cols., 1990},

Enla zona secuenciada encontramos dos mutaciongs en los clones y enel 561
conrespecto al BH10 (clon procedente del VIH-1-11IB), una localizada en el nucledtido
2767 en el gue cambia una G por una A v la 2769 en el que cambia una C por una
Tenel S61 yenel A, Estos cambios producen cambio de aminoacido, en el primero
cambia una Arg por una Lys (ammodcido 211 v en el segundo Leu por Phe
famincacido 214). Estos dos cambios también se encuentran en el A,. Ambos

cambios se ancuentran cerca del sitic catalitico del enzima (Kohistaedt y cols., 1992).
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SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS

2055

|
BH10: CCAGACATAG TTATCTATCA ATACATGGAT GATTTGTATG TAGGATCTGA
M L e e e e e e e e e e e e e et e et e e
S 2 L L e e e e e e e e et e e e e e e e e
I -
L

BH10 : CTTACAAATA GGGCAGCATA GAACAAAAAT AGAGGAACTG AGACAACATC

MN @ o i e e e T B &
) G....
e T
ALt L e Govnnn C i it e te i
2794
i

BH10: TGTTGAGCGTGE GCCGACTTACC ACACCAGACA AAAAACATCA
MMN: oo, L

SF2: ool e
S61,: ..., | .
O A L T e e e e ...

SECUENCIA DE AMINOACIDOS

156 220
i }
BH10O : PDIVIYOYMDDLYVGSDLEIGQHRTKIEELRQHLLRWGLTTPDKH
MN & e e e e e e e e e A, ... R...... Fo.....
) S Fo.ooo..
e 0 K...F......
Bl e e e e e e e e e AT ..., K...F......

FIGURA 19.- Secuencia de nucledtidos {panel A) y de aminoacidos (panel B) de la
zona RT.

En onegrin se sendalan s mglaciones caractersticas doel S67.

Los nucleatidos y anunodedas que se encuentran con doble subrayado son tos cambios de A, con respecto
al 561

EHIC vs o clon 10 dat WiH T HIE con el gue se reabzd lo sonds gue empleamaos para caracterizar por la
tecrca de Tonsratenes T [Ratnar v ocols . 1885

BAM w SBEY waai
IShave vy ool 1884 Sanches Pescador y cols, 138b)

diabfurentes aislados doe oreleronos con los gue hemos encontrado homologias
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4.2.3.2.. Caracterizacion fenotipica

La seleccion de clones para los pases seriados a diferentes condiciones de
infeccion, se realiza teniendc en cuenta primera su diferente genotipo, que nos
permitia diferegnciarios {ver 4.2.3.1) y en segundo lugar, el tamano de placa de donde
procediar.

Los aslados de VIH 1 se diferencian en caracteristicas fenotipicas: capacidad
de inducir smoitios, en su cmnética de replicacion y en su trépismo {Asjo y cols.,
1986; Cheng-Mayer y cols., 1988; Tersmette y cols., 1988).

Los clones seleccionados del S61 se analizaron fenotipicamente segun:

Efecto citopdatico en células MT-4

La capacidad para nducr sincitios es una de las caracteristicas fenotipicas
mas estudiadas. Esta caracteristica permite clasificar 1os aistados de VIH-1 vy
correfacionarfos con el estado de la enfermedad (Tersmette v cols., 1988). Los
alslados NSI se consideran caractensticos de los virus aislados de individuos en
estado asitomatico de la enfermedad. Con el progreso de ta enfermedad hacia SIDA,
fos virus pasan de ser NS o ser S

Ervla hgura 20 se observa el ECP de los diferentes clones junto con el S61 en
céiulas MT-4. Los clones, A.. B, C,, D,y E_, son Sl al wgual que el S61, aunque se
pueden apreciar ciertos matices en el aspecto det ECP, como el clon C,, que produce
SINCITIOS mavyoritariamente de aspecto grumoso.

Sorprendentemente, el clon Foocarece de la capacidad de inducir sincitios en
MT 4, es un virus no stcital (INSH, se caractenza por produc hisis celular.

Envresuomen, dentro de un aislado wviral podemaos encontrar clones con diferente

caracteristicas fenotinicas.
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FIGURA 20 - ECP observado en el S61 y en los diferentes clones.

1 Células MT 4 sinintectar 2: MT-4 infectadas can el S61

3: MT-4 infectadas con el clon A, 4 MT-4 infecradas con al clon B,
5. MT -4 infectadas con el clon € 6. MT-4 infectadas con el clon O,
7. MT .4 nfectadas cun el clon £, 8: MT-4 infectadas can el clon F,

Fatogratias a mucroscomo invertido realizadas a 80 aumentos
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Taimano placa

La capacidad de formar placas en células MT-4 junto con el tamafio de dichas
placas han sido uuhzadas para clasificar los diferentes aislados de VIH-1 (Cheng-
Mavyer y cols., 1988).

Enla figura 21 se presenta una fotografia gque muestra diferentes tamanos de
placa. Se pueds abservar ¢l panel A placas grandes y en el pane! B placas de menor

ramano

En la tabla VI se resume algunas caracteristicas fenétipicas de los clones

elegidos, ECP v tamano de las placas.

i
s61 | A, B, C, D, E, F,
ECP S| S| S| S| S| si | NsI
TIPODEPLACA || G+P | P p P G P G
I | i _ |

TABLA VIl - Caracteristicas fenétipicas.

[ITETIS TRTS MST Mo sincitios

S L TP P TR I b G Placa grandu
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FIGURA 21.- Diférentes tamafio de piacas

A placas grandes (367)
B: placas pequenas (clon B,)
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itulo infective de cada clon

Los clones slegidos fueron titulados bien en ufp/ml en células MT-4, o bien en
DI /ml en células MT-2 (tabla 1X). Como se puede observar el virus que presenta
mavyor titulo es el clon D (2,2x107 £1,3x107 ufp/ml 0 2,0x107 DL,/mi) y el clon F es
el que presenta menor titulo {5,9x10% +1,3x10% pfu/ml o 3,3x10" +1,3x10°
DI../mi). El valor obtenido en ufp/ml en MT-4 es siempre mayor al de Dl /mlen MT-2.

Al titular los distintos virus se observd que fos clones B8 v C presentaban
dismurunda su capacidad de formar placas. Las placas que se obtenian en algunos de
los ensayos con astos clones eran de tamano muy peqgueno lo que impedia su
recuento y por tante su titulacion en ufp/ml, Por lo cual estes clenes fueron titulados

en DL sml solamente.

- Actividad transcriptasa inversa,

En ta rabla X se muestran los valores de actividad RT de cada clon junto con
el S61.

La actividad RT es uno de los métodos mas empleados para cuantificar la
cantidad de virus presente en una muestra. Nosotros hemos ohservado, que no existe
correlacion directa entre el titulo obtenido en ufp/ml o en D1, Jml y la actividad RT
detectada, como se puede ver al comparar las tablas X y X, lo mismo que han
encontrado otros grupos (Harada y cols., 1987; Potts, 1980). La actividad RT vy el
tituto vanan con cada ung de los aislados, encontrandc virus con menor titulo en

ufp/mi o en DI /ml. pero con mayor actividad RT como por gjemplo el clon F.
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VIRUS ufp/ml Dl ,/mi
S61 6,1x10"+2,8x10° 1,8x10°
A, 1,0x10"+0,2x10° 1,1x10"
B, ND 6,1x10"+1,8x10°
C, ND 4,5x10"+0,5x10°
D, 2,2x107+=1,3x107 2,0x107
E, 1,6x107+1,0x107 1,1x10°
F, 5.9x10°+1.3x10° 3,3x10"+1,3x10*

TABLA iX. Titulos de los diferentes virus en ufp/mi y en Dl /mi.

MO Ao deterivanads

VIRUS " RT (cpm/ml}
561 9.9x10"
A, 1.6x10
B, 4,7x10"
C, 5.6x10"
D, 2,3x10"
E, 6,4x10"
F, 1,2x107

TABLA X.- Niveles de RT de cada uno de los virus.
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4.3.- PASES SERIADOS DE LOS CLONES

4.3.1.- DETERMINACION DE LAS CONDICIONES

El procesao de replicacion de los retravirus y en particular del VIH-1 es complejo
y en el intervienen numerosos componentes tanto del virus como de la célula.
También hay gue teng en cuenta la composicion en "cuasi-especies” que presenta
todos los virus, dentro de la cual se incluyen variantes con diferentes propiedades.
Para tratar de comprender el pasible papel de diferantes factores en la variacién de
VIH-1, se realizaron pases seriados en MT-4 (de tos clones y Ia semilla del aislado
61/89) a dos muliphcidades de infeccion (im.d.i).

Para buscar fas dos m.da masdoneas se consideraron varios factores, primero
que el perioda de apancion de la mfeccion no tuera demasiado largo y en segundo
lugar, que la diferencia entre ambas diluciones tuera de per lo menos 100 veces.
Teniendo en cuenta por un lado el titulo de tos diferentes clones {ver tahla 1X) y por
otro evitando altas multiplicidades que favorecerian la aparicion de particulas
detectivas mterterentes (Huang. 1988). Para decidir las m.d. apropiadas se infectaron
1x107 MT 4 con el SB61 o con la cepa de referencia (VIH-1-11IB), a m.d.i. desde (-1}
hasta -5 (de 10 " ufp/célula hasta 10~ ulp/célula). Durante un periodo de 15 dias se
siguieron las infecciones, determinandose dianaimente los siguientes parametros:
viabiildad, aparicion de ECP, % de células positivas por (Fi y antigeno p24 sofuble en
sobrenadamie por ELISA de captura de antigeno. El ensayo se realizé también con el
VIH-T-THE como control y para comprobar la existencia de virus con diferente cinética

de rephuacion,
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Enla higura 22 se representa como evoluciona la viabihdad en las diferentes
infecciones, por tincidn con azat tripana, durante 15 dias, en el panel A con VIH-1-11IB
y en el panel B con S61. Se ohserva como se produce un descenso pronunciado en
la viabilidad de las células a partir del tercer dia post-infeccion enm.d.ide (-1} y (-2).
En m.d. de -3), {-4) v (-5} el descenso de ia viabilidad, por debajo dei 50%, se
alcanza a partir de fos 11 dias en el caso de VIH-1-WIB, y a partir de los 8 dias en el
561

La apancion del ECP en los dos virus fue diferente. A m.d.i de (-1) S61
presenta un ECP de 3+ (Richman, 19900 entre el 2° v 37 dia post-infeccién y en el
VIiH- 1-IHB al 20 dia. A m.dade { 3} el ECP + 3 aparece entre &l 47 y 6° dia con 561
y entre el 77 v 87 con VIH-1-HIB.

Se han encontrado por tanto diferencias significativas en a evolucion de S61

vs el VIH-T B ranto enla cinélica de viabilidad celular como en la aparicion del ECP

am.d.a bhajas de (3, 241y (-5).

Temendo en consideracidn los criterios antes expuestos, consideramos como
condiciones mas adecuadas para realizar los pases seriados las m.d.i. de (-1) v (-3},
cuya duracion de la infeccion (con el 361} se encontraba alrededor de 3 dias a (-1)
y de 6 dias a (-3).

Enda figuia 23 se resume la evolucion de las infecciones a las m.d.ide (-1) y

{ 3), valorando viabilidad v % de células infectadas por iF!, tanto con S61 como con

VIH-T-HIB.
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FIGURA 22 Evolucion de la viabilidad de células MT-4 infectadas a diferentes m.d.i
con VIH-1-1lIB y 861.
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4.3.2.- REALIZACION DE LOS PASES SERIADOS

Después de detenmnar las condiciones de infeccion, se pasaron los distintos
clones elegidos del $61 (ver apartado 4.2.3) v ei 561 sin clonar hasta un total de 15
pases a m.d.i de (1) y (-3). En 1odos los pases, excepto en ef 10 y el 15, se
infectaron 5x10" MT-4. En los pases 10 y 156 se infectaron 10x10° de MT-4.

La nfeccion en cada pase se mantenia hasta que el ECP era de 3 + (Richman,
1990) v la viabnlidad por debajo det 50% . S2 centritugaba el cultivo y se infectaban
nuevas coludas can el volumen adecuado del sobrenadante para el siguiente pase. £l
sadimento se lavaba con PBS y se guardaba en dos alicuoctas para postertor
exiraccion de RNA v de DNA . Cuando fue necesario contirmar la infeccion se valord
antigenc pZ4 sotuble en sobrenadante, % de células infectadas detectado IFl o
actividad RT ¢n sobrenadante,

El periodo de tiempo que duraba cada pase {a cada m.d.i) dependia del clon
en concrato; pero siimpre dentro del rango obtenido enlos estudics preliminares. La
media de este valor se muestra en la tabla Xi.

tos clones D a m.dide (-3) y el E a m.d.i de (-1) presentaron problemas en
sSus pases por los gue no se centinuarcn.

El clon B a una m.d. de (-3) solo fue pasado b veces, aungque en la actualidad
se ha reahrzaron 15 pases.

Cumuo se ve retleado enla tabla X1, amoda de -1) el periodo de tiempo medio
de duracion de los pases seriados se encuentraentre 3y 7 dias y a m.d.i de (-3) entre
6y 10 dias.

Mediante un analisis de la vananza (ANCVA) se comprobd gque la diferencia
de tiempo medio de duracién de los pases seriados a una m.d.i. de (-1) era

estadisticamente  significativo (F . =5,921; p==0,0001}. Posteriormente se
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compararon ios clones dos a dos mediante una prueba de t-Student observando que
el clon D tenia valores significativamente mayores al resto de los clones (p=0,005).
Por lo tanto podenos conclinr que el clon D cuando es pasado a m.d.ade (-1) es mas
lento que el resto de los clones (6,4 £0,45 dias).

Cuando se analiza el tiempo medio de duracion de los pases seriados a m.d.i
de {-3) se observa al aphicar un anabsis de la vananza [ANOVA) gque no existen

diferencias estadisticamente significativas (F, ,.=4,093;, p=0,3).

TABLA Xi.- Tiempo medio de duracion de 1os pases seriados con los diferentes virus,

a tas dos m.d.i.

I . I o
I DIAS
VIRUS
m.d.i {-1} m.d.i {-3)
861 4,6 +0,33 5,8+0,35
A 4,3+0,30 6, 7+0,67
B 482047 7.8 £0,547
C 3.4x0,29 6.4 0,37
B 6.4 +0.45 -
E 6,8+0,42
F 5,2 +050 6.6+0,56

© Tiermprn medie de duiraecan de loaoaitecedn lan dics) ailoulada después de 15
O clan Boaong oL B
Mo reainsaida

pases soriados

sulo se reahsd 8 pases.
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4.3.3.- CARACTERIZACION DE LOS CLONES DESPUES DE LOS PASES.

4.3.3.1.- Caracterizacion genotipica

4.3.3.1.1.- Andlisis del patron de bandas obtenido por la técnica de "mismatches”

Para cuantificar y estudiar las variaciones genéticas que ocurren en los
diferentes clones bioldgices durante los 15 pases, los RNAs de los virus obtenidos
fueron caractenzados por “mismatches” con las mismas sondas utilizadas
mvcialmente {GAG, RT-5", RT 37, VIF-VPR vy ENV). Los patrones obtenidos a las dos
M. se comparaton con fos respectivos virus imiciales (ver apartado 3.2.5, figura 14
para el esquema del experimento y figuras 24, 25, 26, 27 y 28).

Se han encontrado vanaciones entre los distintos RNAs analizados. Las

diferencias respecto a los ciones iniciales se encuentran en tas siguientes zonas:

RT-5" donde se detecto la aparicion de dos bandas nuevas en el clon Cq, 5,
Bandas de un tamano de aproximadamente 90 y 80 nuciedtidos respectivamente,

sefaladas con flechas en la figura 25.

ENV donde detectamos dos variaciongs con respecto al RNA viral inicial:
TooEn o=l 5671 L, donde desaparecen Lres bandas quedande un patron de
bandas wgual al que presentan fos clones D, E., v F,.
2 Enelclon E.., .. donde se observa la desaparicion de una banda v a la vez
la aparncion de otra nueva banda (higura 28). Esta dltima wvanacion sucedid

progreswvamente; en el E,, . se comenzaba a detectar el cambio, todavia se ve la

banda, aunque con menor ntensidad, que después desaparece y comienza a verse
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la nueva banda (datos no mostrados).

Los cambios detectados en el patréon de bandas con fas 5 ribosondas sélo
suceden en los virus procedentes de los pases sernados a baja multiplicidad de
infeccicn, m.da t 31 En los virus pasados a {-1) no se observa ninglin cambio, se

mantiene en todos el patron inicial.

- Cuantificacion de |la variabilidad

Los cambios geneticos chtenidos entre los virus antes y despugs de los pases
penmiten cuantibicar el nUmere de mutaciones. Para realizar la cuantificacion tenemos
que considerar que aproximadameante un 60% de las mutacioresgue son reconocidas
y cortadas por la RNasa A (Myers y cols., 1985; Ldépez Galindez v cols., 1988;
Perucho, 1989

Se han encontrado un total de seis cambies (ver figuras 25 y 28). Teniendo
an cuenta que se han analizade 2267 nucleotdos por virus, por tanto un total de
43073 nuciedtudos, podemos considerar que a poblacion cbhtenida después de los

pases difiere de la poblacion parental al mencs en un 0,02% de sus nucledtidos.
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FIGURA 24 .- Caracterizacion genética por "mismatches” de la zona del gen GAG de
los clones después de los pases seriados, comparandolos con los clones iniciales.

IIB: Cepa de referencia homologa.

Los clones son nombrados igual que en la figura 14.

M: DNA de X174 digendo can Haelll y utilizado come marcador de tamarios (en nucledtidos}.

F: Ribosonda sin digerir.

MT-4: Control de células sin infectar.

Las puntas de tlecha indican bandas diferentes, respecto al patrén del S61, estas bandas han servido para
la seleccion de ios clones

* Bandas que corresponden a mutaciones especificas del clon BH10, utilizado para fa sintesis de la sonda
y gue esta presente en el virus VIH-1-IlIB. Se consideran como fondo del ensayo.
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FIGURA 25.- Caracterizacion genética por "mismatches” de la zona RT-5%' de los
clones después de los pases seriados, comparandolos con los clones iniciales.

B: Cepa de referencia homaloga.

Los clones son nombrados igual que en la figura 14,
M: DNA de ©X174 digendo can Haelll y utilizado comeo marcador de tamafios {en nucledtidos).

F: Ribosonda sin digerer

MT-4: Control de células sin infectar.
Las puntas de Hecha indican bandas diferentes, respecto al patron del S61, estas bandas han servido para

la seleccion de los clones.
Las fHlechas indican cambios obtenidos después de los pases seriados con respecto al patrén original.
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FIGURA 26 - Caracterizacion geneética de la zona RT-3’ de los clones después de los
pases seriados, comparandolos con los clones iniciales.

I8 Cepa de referencia homdaloga.
Los clones son nombrados igual que en la figura 14.

M: DNA de ©X174 digenda con Haelll v utilizado como marcador de tamafos (en nucledtidos).

P Ribosonda sin digenr.

MT-4: Control de células sin infectar.

Las puntas de flecha indican bandas diferentes, respecio al patréon del S81. estas bandas han servide para
la seleccion de los clones.

* Bandas que corresponden a mutaciones especificas del clon BH10, utilizado para la sintesis de la sonda

y gque estéd presenta an el virus VIH 1-11B. Se consideran como fondo del ensayo.
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FIGURA 27.- Caracterizacién genética de la zona gen VIF-VPR de los clones después
de los pases seriados, comparandolos con {os clones iniciales, por la técnica de

"mismatches”.

I1B: Cepa de referencia homdloga.

Los clones son nummbrados igual que en la higura 14,

M DNA de D X174 dgendo con Haelll v utilizado como marcador de tamafos {en nucledtidos).

P Rinosonda sin digers

MT 4: Contral de células sin inteclar.

Las puntas de echa indican bandas diterentes, respecto al patrén det 561 . estas bandas han servido para

la seleccidn de los clones.
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FIGURA 28.. Caracterizacion genética por "mismatches” de la zona ENV de los
clones después de los pases seriados, comparandoios con [os clones iniciales.

I11B: Cepa de referencia homdlaga.
Los clenes son nombrados igual que en la figura 14,
M: DNA de ©X174 digerido con Haelll y utilizado como marcador de tamanos {en nucledtidos).

P Ribosonda sin digenr

MT-4: Control de células sin infeciar
Las puntas de flecha indican bandas diferentes, respecto a! patran del 561, estas bandas han servido para

la seleccidn de los clones
Las flechas indican los cambios obtenidos después de los pases seriados.
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4.3.3.1.2.- Secuenciacién

Una vez analizada ia diversidad genética por medio de la técnica de
"mismatches” dacidimos confirmar y cuantificar estos resultadas por secuenciacion.
Para ello se eligieron dos zonas del genoma del gen ENV:

- El lazo V3, en al que se ha localizado el principal sitio neutralizante (Putney
y cols., 1986; Rusche y cols., 1988},

La regidn del sitio de procesamiento de fa gp160 en gp120 y gp4dt,
incluyendo el paptido de fusidn (Gallaher, 1987,

Se secuenciaron todos los virus tanto antes como después de los pases.

La zoma V3 (desde el nucledtide 6669 hasta el 6884 se secuencid a partir del
RNA wviral (ver apartado 3.7.2), utilizando los oligonucledtidos MAV3-1 (posiciones
€642 o 6eb5; tabls 1 y MAVZ-2 (complementaria a las posiciones 6913 a 6893,
Tabla ). En las tiguras 29 v 30 se muestran las mutaciones encontradas entre los
distintos virus secuenclados con respecto a la secuencia del S61. Se secuenciaron
215 nucledtidos aproximadamente de cada virus encontrandose 3 mutaciones, nog
silenciosas, que son las sustituciones de los aminoacidos, Asn por ile (en el clon
F.ooob Ser por Arg ten el clon B ),y por dlumo GIn por His (en el S61,5,4),
resultado delas siguientes transversiones de A (en la posicion 6706) por T, T (6719
por A,y G {6833] por T, respectivamente.

La zona que corresponde ala sonda ENV utilizada para caracterizar los RNAS,
correspondiente a ta zona del péptdo de tusidon (comprendida entre ef nucledtido
7324 v el 7524 fue secuenciada a partn de! DNA de los respectivos virus por
secuenciacion directa por PCR del tragmento correspondiente a los oligonucledtidos

JEU (posiciongs 7229 a 7250; tablalll) v el 43ED iposiciones 7919 a 794 1; tabla ).
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SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS
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GAATCTGTAG AAATTAATTG TACAAGACTC AACAACAATA CAAGGAGAAG
..................................... T. e e e e ae e
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......................... A..GC .. e s i e e
TGCAATAACHK CTTTAAAACA GATAGTTACA AAATTAAGAG AACAATTT
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..................................................

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

Secuencia de nucledtidos de la zona del lazo V3.

cansanso du lodos 1os virls secuensdns

subrayados son fos que caminan con respecto a la secuencia

sansehso del o V3 desonta por Myers vy colaboradores (1990},
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FIGURA 30.- Secuencia de aminoacidos de la zona V3.

La secuenoa denominada 387 ¥ incluye 1odos los virus que presentaban igual secuencia al S81, secuencia

LIRS
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SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS

7323
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GGGACCACCA CCAAGCACTA TGGCGCCECAGC GTCAATGACG CTGACGGTAC
.......................... 5
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FIGURA 31. Secuencia de nucleotidos de la zona del la gpd 1, del péptido de fusion.

SBYH ¢s 10 secuueho consenso secontrada en todos Tos virus secuenciados.
SF 2 Secdenua con tas gque se ha enoontrado honologios en esta zona { Sanches Pescador y cols., 188561,
B O on o clos 0 dot VIH THHE con el gue se realizd o sonda que amipleamos para caracterizar por la

tocteea de Cinsierdches T iRty cole . 1985
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FGURA 32. Secuencia de aminoacidos correspondiente a la gpd1, al péptido de
fusion.

La sanuens o SE1TH s o secuenca encontrada en todos los vitus secuenoiado procedentas del S81 antes
y despinds di fon pases

SE2: e can i gue encontramos homolegilas (Sanchez-Pescador v cols., T985).

Liv 2ot e s e tieitdra subrayada corresponde al pépudo de fusian (Gallaher, 1987).

BTG G b s foay 100 det VIR Y HE cone el que se reahrzd ta sonda que ernpleamos para caractenzar por la
Taeoae s e Teonneionios T {Ratner v cols . 19865)



105

La amplificacion de la secuencia se realizd sélo con el oligonucledtido 7EU {ver
apartado 3.7.1). No se ha observado ningin cambio entre ellos, pero existen cambios
con respecto a 8H10 (figuras 31,32).

Las secuenoas de la zona V3, presentadas en este trabajo, tueron realizadas

por el Dr. M_A. Martinez del ta Centro de Biologia Molecular.

- Cuantificacion de la variahilidad

A paruir de las secuencias obtenidas tanto de la zona de V3 como de la zona
del pépticdo de fusidn se cuantificd el porcentaje de cambios obtenidos después de los
pases en comparacion con la poblacion inicial. De un total de 7200 nucledtidos
secuenciados entre ambas zonas se han encontrado 3 cambios {cambios localizados
enla V3 Temendo en cuentalos nucledtidos secuenciados podemos cuantificar que
se producen cambios enun §.04% de sus nucledtidos, en la poblacion despuéds de

fos pases.
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4.3.3.2.- Caracterizacion fenotipica

- Efecto citopatico

Después da los 15 pases seriados en cultivos en células MT-4 se comprobd
el ECP. Se observd la capacidad o no de formar sincitios, comparandolo con el ECP
caracteristico micial {(figura 20},

Se observd que tanto los clones (A, B, C, D y E) como el 561, pasados 15
veces en cultive en células MT-4, mantienen su ECP, tanto a alta como a baja
multiphoidad de inteccidn (ver algunos ejemplos en la figura 33). La excepcion es el
clon F que a una m d. de (-3) pasa de ser NS! a ser 81 tfigura 33, panel 7 y 8); de
nuevo este catmbio saio sucede a baja m.d.r.

El cambio de un virus NSI a Sl se ha correlacionado con el progreso de la
enfermedad. Los virus N3SI era virus aislados de pacientes asintomnaticos, mientras
que los Sl se encontraban en pacientes con SIDA o CRS (Tersmette y cols., 1988).
Este cambic en 1a capacidad de inducir sincitios esta relacionada a ia vez con la

respuesta inmune que presenta el paciente en cada momento de la enfermedad.
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FIGURA 33.- Caracterizacion de los diferentes ECP después de 15 pases
seriados en células MT-4, a diferentes condiciones de infeccion.
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- Cinética de replicacion

Un aspecto fenotipico que tiene evidente repercusion en la evolucién viral, es
la capacidad replicativa. Se han descrito dos tipos de variantes las gque producen una
infeccion rapida en cultvos celulares y altos niveles de replicacion, denominados
"highirapid™, y por el contrario 1os virus tentos y que producen bajos niveles de
replicacian, denominados “slow/low" (Asjo vy cols., 1886, revision Fenyd vy cols.,
1989).

Nosotros hiermas analizado la cingtica de rephicacion de los diterentes virus
valorando la actividad transcriptasa inversa (RT) antes y después de los 15 pases
seriados, en el sobrenadante de culuvos durante siete dias, segun el protocolo
descriro por Willey v colaboradores (1988). Enla figura 34 se muestran los resuitados
de la actividad transcraptasa mversa en fos disuntos virus por un "ensayo de
deteccion rapida”™. Una vez observada la actuividad transcriptasa inversa se cuantifico
sus cpm/ml en cada punto de! ensayc (datos no mostrados). Estas valoraciones de
fa actividad R7T se realizaron dos veces en ensayos independientes, obteméndose
resultados sumilares,

Se considero que dos virus cambiaban en su cinética de replicacion cuando se
ancontraban diferencias de cpm/ml entre ellos de por o menos 4 veces en el primer
dia de deteccion de RT y ademas presentaban niveles de RT durante {0s siete dias que
duraba ta mfeccion significativamente diferentes entre ellos.

Sequn estos ortencs se pueden distinguir des grupos:

Virus que después de los pases no cambian: 861 v los clones B, C y F.
- Virus gue cambian después de los pases:
virus mas lentos: D..,., v E.

virus mas rapdos: A,
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FIGURA 324 - Analisis de la actividad transcriptasa inversa durante 7 dias post-
infeccion de los diferentes clones y el S61.
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- Tropismo

Los wvirus iniciaies como los obtenidos después de las 15 pases fueron
caracterizados por su capacidad de replicacion en diferentes sustratos celulares:

- en celulas primarnias (PBL, y monocitos/macréfagos)

en lneas celulares establecidas (HUT-78 y U937-2).

Los clones imeiales presentaban aligual que el aislado original bajos niveles de
repticacion {determinado por niveles de RT) en PBL v monocitos/macrofagos. No
existe diferencia entre los distintos clones y el S61 en la capacidad de producir ECP
en P8L.

Todoslos viras rephcan con altos niveles en U937 -2, se chserva una diferencia
de actividad BT de al menos 10 veces mas alta que la detectada en lineas celulares
primarias.

Los ciones A, C,, D., vy F.,, no replican a niveles apreciables en HUT-78. Los
clones By E .y el 361 presentan una baja replicacion, detectable sélo por antigeno
P24 soluble en scbrenadante. Esto es sorprendente ya que estos virus so0lo habian
sido repheados en célutas T (nunca habian sido pasadoes en otras lineas celulares), por
fo que se esperaba una mejor replicacion en Hut-78 (células T) que en U937-2

(monocitormacrofagao).

Los wvirus analizados despugds de los 15 pases nc presentaban grandes
diferencias en su opisimo con respecto a los virus no pasados. Aungue se puede
AeteCrar Ciertas vanacionas:

Los virug obtemdos del clon C son capaces de replicar en HuT-78, mientras

que el clon mical T no lo hacia.
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El virus F.., es capaz de replicar en HuT 78, mientras que F, y F.,,, no lo
hacian.
-En el F.. . se observa que no replicacion en monocitos/macréfagos.
For ultimo, podemos destacar un cambio en la replicacion de E.g 4, en
manocitos/macrotagos con respecto a k.
Este trabajo iue realizado por la Dra. E.M. Fenyd del Departamento de

Virologia, del Instituto Karolinska de Estoclomo (Suecia),

- Estudio de proteinas

En la figura 35 se estudian las proteinas de los diferentes virus antes y
después do los pases senados. El estudio se realizo para ver si existia cambios
fenotipcos importantes gue alteraran las movilidades de las proteinas virales. Se
puede cohservar un cierto cambio de movitidad de la proteina p55 det clon D, v del
D, respects al resto de los clones asi como una vanacion en el clon B en la
migracion de la gp120. Estas diferencias necesitanan confirmarse con ayuda de

ensayos de "Weasrern Blot" con anticuerpos monoclonales especificos.
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-106

-80

FIGURA 35. Andlisis de las proteinas de los diferentes virus antes y después de los
pases seriados a diferentes m.d.i.

M: Marcador de peso molecular



113

4.3.3.3.- Cambios genotipicos y fenotipos ohsevados en poblaciones virales clonadas

a haja m.d.i.

Después de 15 pases serniados a diferentes m.d. de los distintos clones
bioiégicos obtemidos del aislado 61/89 hemos podido observar un totalde 13 cambios
(tante genotipicos como fenotipicos). De los 13 cambios mas significativos, 12 de
estos ocurren cuando el virus es pasado a una m.d.a de {-3), 9 son genéticos y 4
tenotipicos, frente @ uno que sucede a m.d.i {-1}, varnacién observada al estudiar la
cimetica de repheacion por actividad RT en el ¢lon D.

Existen otros cambios menores como los encontrados al analizar por la técnica
de "mismatches” la rona RT-3' encontrando variaciones en ia intensidad de una
banda de aproximadamente de 194 nucleotidos en el clon E,., ., (no estan senaladas)
y el auinenta de la imtensidad en otra, de aproximadamente 120 nucledtidos. Son
bandas presenmies enla poblacidn micial 561 y en el pase inicial del clon g, {figura 26
y tambien cambios en la capacidad para rephicar en Hut-78 (F. ) o en

monocitos/macrofagos (F, .y B, . antes comentadas.

4.4.- EVOLUCION "IN VIVO" DEL AISLADO 61/89

Después de 14 meses deb aislamiento del 61/89 se realizé un nuevo
aistamiento del musimo paciente, denoniinado 259/31. Las caracteristicas seroldgicas
de este paciente quedan resumidas en la tabla Il.

El RNA del 259/91 fue anahzado por la técnica de "imusmatches” (en GAG,
RT3, RTS v ENV) ahtemendose unos patrones do bandas similares al $61. Al
comparar con jos patrones encontrados en los diferentes clones del S61 presenta

sunlitud con el patron mavyorntario representado por le cion F (datos no mostrados).



Por otro lado se secuencio la zona V3, observandose tres mutaciones con
respecto at $61, sustitucion dei aminodcides Asn por lle, Thr por Ala y Gin por His,

que es el resultado de las siguientes transversiones de A por T, C por Gy G por una

T. Dos

procedentes del S61 después de los pases, concretamente el cambio de Asn por lle
que se encuentra en el F, . vy ei de GIn por His en el S61,,,,,. Ei tercer cambio

observado no se ha encontrado en ningunc de las secuencias de la V3 estudiadas
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de dichos cambios coinciden con los cambics encontrados en virus

Figura 36;.
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FIGURA 36.- Secuencia de V3 de los aislados virales S671 y del 259.
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5.- DISCUSION



El ohjetivo de este trabajo consistio en establecer un moedelo "in vitro " que
nos permmtiera estudhar la vanabihdad genéuca y fenotipica det VIH-1. como forma de

comprender la variabihdad observada "in vivo".

El ViR-1 como todo virus de genoma RNA se caracteriza por estar formado por
pohlaciones heterogéneas cuya distribucion comncide con el modelo tedrico de "cuasi-
gspecies’ propuesto por BEigen vy aphcado a diferentes virus de genoma RNA (Eigen,
1971, Donungu vy cols., 1978; 1985 Eigen y Biebricher, 1988; Goodenow y cols.,

1989; Mayerhans v cols., 1989; Domingo y Holland, 1992; Holland vy cols., 1992},

Nosotros hemaos estudiado un aislado natural de VIH-1 (61/89) obtenido de un
nine de 4 anos, hyo de madre seropositiva para el virus. En el caso de una
rransimusion vertical se ha descrito que s6lo una subpoblacidn mingritaria del virus s
transmitida de la madie al bijo (Wolinsky y cols,, 1992). El porcentaje de infeccién
descrito en este tpo de transmision se encuentra entre &t 13-30% de los hijos de
madres seropositivas (Andiman y col.. 1990; European Collaborative Study, 1991).
El aislamiento del vires 81/89 se realizd en 1989, en ese momento ¢! paciente ya
presentaba sintomas, estadio P2CD2, seqgun |z clasificacion del CBC de EEUU (Centro
de Controf de Entenmedades) para infecodn por VIH en minos menares de 13 anos
(MMWR, 1987} La enfermedad se encontraba estabilizada desde los primeros
estudios serologicos que se efectuaren alos 2,5 aflos de vida {los datos seroldgicos
se resumen en la tabla 1), En 1991 se detectd un empecramiento de la enfermedad

festadiny P2C2ZD 11, realizandose un sequndo aislamiento denominado 259/91.



Para reahzar el estudio partimos de clones bioldgices, genéticamente
homogéneos por wslannento tras 5 plagueos consecutivos en célutas MT-4, del virus
S61 (semilia del 81/89). Los clones presentaban diferentes caracteristicas geneticas
y fenotipicas gue ponen de manifiesto ia heterogeneidad de la poblacién viral. Esta
heterogeneidad esta presente incluso después de ia seleccidon gue el cultivo "in vitro”
gjerce sobre la poblacion viral (Meyerhans y cois., 1989). La evolucion del virus en
cultivo de tejidos se estudid por pases seriados sigutendo el modelo llevado a cabo
con el hacteriofago QR {Domingo y cols . 1978 v con diferentes virus animales
(Sobring y cols . 1983 Diez y cols., 1989; Steinhauer y cols., 1989). Sin embargo,
para anahzar el papsl que distintos factores pueden desempenar en la evolucion viral,

introdupumos una varable que consistio en realizar [os pases seriados a dos m.d.i.

La caracternzacion genetica se realizo por comparacion de los patrones de
bandas obtemdas por la técnica de "mismatches” de determinadas zonas del genoma.
Esta técmicaha sido utihizada parala caracterizacion de aislados de VIiH-1, permitiendo
distinguy de terma rapida los diferentes aislados, asi como establecer relaciones
filogenéticas entre ellos (Lopez Galindez y cols., 1921), de acuerdo con esto se
observd que el aislado S81 se podria mcluir dentro del grupo SF-2/RF segun su patron
de bandas obtenido tras digestidn con la RNasa A (Rojas v cols.. enviado a publicar).

Eirta tabia VI se resumen [os distintos patrones de digestion encontrados al
estudiar los clones del S61. Este estudio nos permitio;

1. Determinar ia heterogeneidad de la poblacion viral en estudio.

Se obsaervo que ab anahizar 2 clones de cada una de las 5 placas iniciales del
S61 encontrabamos B patrones de "imisimatches” diferentes. Los clones podian ser

diferanciadaos entre elios en al menos un patron de bandas.



2 - La representacion relativa de cada uno de los clones en la poblacion viral
global

Al compararse los patrones de bandas obtenidos para cada clon con el patron
caracteristico del S61 ("patrén consensa”}, en cada una de las zonas gendmicas en
concreto, se ohservo que los clones D v F presentaban mayor nimero de patrones
de "mismatches” iguales al de la poblacién "consensa”; por lo que estas poblacicnes
virales deben sor ias mas representativas dentro de las "cuasi-especies”. Par el
contrano. el Clan A presenta patrones diferentes al S61 enla zona RT, que codifica
para la transcrplasa mversa, una de las regiones del genoma considerada mas
conservada (encontrado cambios al estudiar ia zona RT3 y RTS'}. Seguramente se
trata de una poblacion minontaria ya que las bandas caracteristicas de este clon en
la region RT3’ (ver igura 16} no son observadas en el patrdn global de la pablacion.
Ademads, al secuenciar la region RT3 del clon A encontramos gue las mutaciones se
localizaron cerca del sihio catalitico del enzima y del simo donde se mapea la principal
mutacion deresistencia a AZT (Kohlstaedt y cols., 1992} y sin embargo, nosotros no
encontramaos cambios fenotipicos respecto a su cinética de replicacion {valorada por
niveles de actividad transcriptasa inversa en sobrenadantel ni a la susceptibilidad a
determimados antivirates, sin cambios de la concentracion inhubitonia 50 {(1C.,) frente
al AZT (trabhajo realizada en el laboratono del Dr.D D Richman, Universidad de San

Diego Calitormal.

Las caracteristicas fenotipicas, como la cinética de replicacion, capacidad de
inducir sincitios o rropismo celular, se han correlacionado con el deterioro dei sistema
mimune y con gl desarrollo de la enfermedad (Tersmette v cols., 1989). Los virus

aslados de mdividuos asintomatcos se caraclerizan por presentar una baja cinética



de replicacion, no ser capaces de inducir sincitios {virus NSl y por un tropismo por
células monociie/macrofagos. Por el contranio, los aislados virales de individuos
sintomaticos se caracterizan por una alta cinética de replicactdn, por formar sincitios
tvirus Sl y por presentar tropismo por células T {ver revisién Fenyd y cols., 1989;
As|o ¥ cols., 1990). Al estudiar clones individuales de aislados virales de un paciente,
en diferentes estadios de {a enfermedad, se ha detectado la existencia de los dos
tipns de fenonpos INSI y Sb en diferents proporcion dentro de la poblacidn global
{(Schuwitemaker y cols., 19921 Nosotros hemos observado qgue el aislado natural
estudiado presanta un lenotipo sincitial (81, ademds de altos nivelas de replicacion
valorados por deteccidon de antigeno n24 vy por actividad transcriptasa inversa. Al
estudiar clones individuales del aislado viral hemos encontrado dentro de la poblaciéon
los dos tipos de vanantes fenotipicos descritos: Sltenlos clones A, B, C, D, y B v
NSI {en el clon F). Nuestros datos apoyan la existencia, dentro de la poblacién viral,
de una heterogenerdad fenotipica, donde las diferentes pobliaciones (NS y SIY co-
existen. La proporeion de clones NSIE que hemos encontrado es bajo frente al Sl
datos que conimoiden conlos descritos en una poblacion viral obtenida de un paciente
sintomanco (Schuitemaker v cols., 1992). Al eswudiar la poblacion glohal séio
observamaos el fenotipo Slef cual representa el tenotipo mayoritario frente al variante
NSI. BN tenoctipo NSI gueda oculto dentro de la poblacidn "consenso”, y s6lo cuando

se anahzan clones individuates de dicha poblacion puede ser apreciado.

Despuds de seleccionar los clones bictdgicos se realizaron pases seriados a dos
multiphcidades de mfeccidn en células MT-4, encontrandose 13 cambios conrespecto
ala poblacion micial. Nueve de estos cambios eran genéticos (6 cambios en el patrén

de "imismatches” v 3 enla secuencia de nuciedtidos) v 4 fenotipicos, paso de ser NS
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a Si observado en el clon F y cambios en la capacidad de replicar en MT-4 en los

clones A, D v E {tabla X},

Los cambios genglicos, en el patrén de "mismatches”, se han localizado no
salo enia zona del gen env sino también en zonas mas conservadas (ver figuras 26
y 281, Enlaregién det gen pol, que codifica la transcriptasa inversa, se han observado
cambios en el virus C.. . con respecto al C,. En este virus no se han encontrado
diferencias en su cinética de replicacion cuando se valord su actividad transcriptasa
inversa anles y despues de los pases Iver ligura 34).

Al estadhar la ribosonda ENV se ha observado caimbnos en dos virus después
de pases a baja multiplicidad de infeccidon. En el $61,., ,, se obtiene el mismo patrén
gue en les clones D, E vy F iiciales. Lo que podia explicarse como un variante que
micialmente se encontraba en la poblacion glohal v sdlo es detectado cuando es
clonado {como es el caso de los clones D, E v F) ¢ al imponerse tras ser pasado a
bajag m.d.a. Y enel B conrespecto al B, se observa fa aparicion progresiva de una

handa especifica v la desaparicion de otra.

Por otro tade, hemos estudiado la zona del lazo V3, en la gp120. Se han
descrito vanaciones genéticas a lo largo de la infeccion en él vy sus posibles
implicaciones ftanto en la respuesta antigénicas como en las propiedades fenotipicas
del virus (Wolls. 1992 Aunqgue es una zona altamente variable se han encontrado
secuencias y elementos estructurales conservados entre diferentes aislados (LaRosa
y cols., 1990). Esta region codifica el prnincipal epitopo neutralizante {(Putney v cols.,
1986; Rusche y cols., 1988). Numeresos estudios han puesio de manifiesto su

relacion con cambios en el tropismo (G'Brien y cols., 1990; Hwang vy cols., 1991;
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Shioda vy cols., 1991}, en la capacidad de formar sincitios, en la cinética de
replicacion (Moore vy Nara, 1991; De Jong v cols., 1992, Fucchiers y cols., 1992;
Kuiken y cols., 19921, v por dltimo en ia infectividad del virus (Freed y cols., 1991;
lvanott v cols.. 1291). Se han descrito cambios de aminoacideos que afectan tanto a
la capacidad para nmduci siciios como al tropismo celular (Freed y cols., 1927;
Takeuchi y cols.. 1991; De Jong y cols., 1992a; 1992h; Fouchier y cols., 1992).

Al comparar nuestra secuencia consenso S61 del lazo V3 con la secuencia
consenso descrita por Myers y colaboradores (1990) observamos los siguientes
cambios de ammodacidos: Leu por Pro en la posicion 299, Arg por Lys en la posicidn
305, e por Phs anda posicion 315, enla posicion 320 presentamos una deleccién
y en {a posicion 324 lenemos Lys en vez de Asp. Ademas muestra secuencia
consenso se calacienza por presentar una mnsercion de tres aminoacidos {Val, His,
Glyr, aue supone una duplicacion, insercién gue se ha descrito sole en un aislado
africano (ver higura 37). Sinembargo la longitud total del lazo V3 se mantiene en 38
ammocacdas v lo sencuencia GPGRA en la punta del lazo comcide con la mdas
frecuente en otros aislados virales.

Después de los pases seniados a diterente m.d.i. encontramos dos cambios en
la secuencia del lazo V3 v un cambie enia zona C-Terminal adyacente con respecto
a nuestra secuencia consenso (56141 inicial. Cambio de Asn por He en la posicién
299 (en F.. ], de Sera Arg enla posicion 306 (en el £, .} y por ultimo de Lys por
His en da posicion 340, tuera del lazo V3 (en los virus S61,.. ). En la figura 37 se
tocalizar estos cambios de secuencia obtenidos en los clones en la zona del lazo V3
y el fenotipo que presentan.

Se han descrito cambios de amuncdcidos implicados en alteraciones en la

capacidad de inducir smeinos por De Jong y colaboradores (19921 vy por Fouchier y
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colaboradores (19921, cambios en el aminodcido 306 (numeracion segun De Jong vy
cols., 1992) de una Ser por una Arg, en 2l 317 Ala por Thr, en el 320 de Asp por Gly
o en el 324 Asp por Arg. Estos cambios han sido considerados necesarios para la
expresion del fenotipo Sl Por otre lado, Fouchier y colaboradores suguieren la
existencia de dos ammoacidos en el dominio V3 responsables de las caracteristicas
fenotipicas localizados en fas posiciones 171 (correspondiendo a fa 306 considerada
por De Jung vy colaboradores) vy la 2813200,

El inico cambio de secuencia gue hemos encentrado, que se correlaciona con
cambio de tenotipe en la capacidad formar sincitios, en el clon F {NSI) frente al F., 5,
(S0, al estadiar la regidon V32 es el cambio de Asn por lle {gn la posicion 302). Este
camhbio se produce en un amincacido altamente conservado {(93%, Myers y cols.,
1990; ver tigura 37y vy ademas en un aminoacido que no ha sido relacionado con
ningun cambio en ias caracteristicas fenotipicas del virus (de Jong y cols., 1992;
Fouchier v cals., 1292).

Como se puede observar uno de nuestros cambios de secuencia (Ser por Arg
en la posicion 306, en el clon BE) es uno de tos aminoacidos junto con el cambio en
fa posician 320 lammoacido que en la secuencia del S614# esta delecionado)
asociados con el cambine de NSla S1(De Jong v cols., 1992; Fouchier y cols., 1992},
Sin embarge nosotros no encontramos cambios fenotipicos en ese clon. Segun
nuestros resultados podriamos considerar que los cambios de aminoacidos que De
Jong v colaboradores (1992), v Fouchier y colaboradores (1992 han asociado con
ias caracteristicas fenotipicas del virus reflejan cambios que en un determinado
contexto se han relacionado con ung varacion en las caracteristicas pero gue no
necesariamente son los Umcos responsables y que se localizan en posiciones que

aceptan mas cambics como se ve por el porcentaje de conservacion de estos.
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FIGURA 37.- Analisis del lazo V3
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En cuanto a las variaciones fenotipicas obtenidas merece destacar el paso de
virus NSI a S! (clon Fi en ausencia de presion inmune. Este es uno de los cambios que
"In vive" se ha relacionado con la evolucion de la enfermedad y promovido por la
seleccidn ejercida por la presion inmune. E! fenotipo NSI/ monocitotropico es
caracteristico de pacientes asintomaticos y el St/linfotropico de aparicion de sintomas
(Tersmetle y cols., 1988; 1983; 1989Dh; Schuitemaker y cols., 1991). El sistema
inmune hs side consideradoe el principal responsabie del paso de virus NSI a Si
(Tersmette v cols., 1989} Asl se ha descrite, que en un primer momento de fa
infeccion la respuesta mmune actuaria en contra de los vanantes mas virulentos
presantes en ta ooblacian viral (virus Sil y sdlo se observarian los wvirus NS E
progreso de la entenmedad v la perdida de células T helper favorecian la aparicion de
tos wvarantes Sl aungue los NS permanecerian en un pequefo porcentaje
{Schwitermaker v cols., 19917). Las vanantes NSlinonceitotropicos probablemente
realizan un importante papel en la persistencia viral, siendo la células monocito-
macrotaygo el reservono viral mas probabie (Schmittman vy cols., 1989; Massarn vy

cols., 1990 Miedema v cols., 1990).

Todos los cambios anteriormente mencionadas ocurren en virus pasados a baja
m.d. oy solamente heinos encontrado un cambic a alta m.d.a (variacién en la
capacidad de rephcacitdon en el clon D1, como se resume en la tabla Xlll. De esta
distribucion podria deducirse gue la apancion de cainbios se ve favorecida cuando tos
virus son pasados a baja moda, Para confirmar estos resultados se realiza un test
estadistico de signiticacion binara, se aplicd una distribucion  binomial con
Po6,4x107 < <a=0.05 La probahiiidad de obtener 12 camhios, en virus pasados

a una multiplicidad de (-3} de un totat de 13 variaciones observadas es menor de
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0.1%, vy lo esperado seria obtener la mitad de los cambios a cada una de la m.d.i, es
decir 6 o 7 variantes en cada multiplicidad de infeccion. Por otro lado, utilizando la
tabla de contingencia para ajustar lo observado a lo esperado el porcentaje de
varnantes producidos con una X* = 9,37 > X°0,05, lo cual nos indica que los cambios
tras pases a baja muluphcidad de infeccién son promovidos significativamente en el
VIH 1 freme a los cambios obtenidos a alta. Ademas, si se consideran otros cambios
minoritanos, como variaciones en la capacidad de rephcar en cultivos primarios o en
diferentes lineas celulares {apartado 4.3.3.2), 0 cambios en la intensidad de ciertas
bandas al estudiar la zona RT-3' {apartado 4.3.2.3}) estd aun mas favorecida la

expresion de vanantes a baja multiplicidad de infecciéon.

Una de ias posibles explicaciones de estos resultados, mayor numero de
variaciones a baja m.d.i, podria ser debida a la presencia de particulas defectivas. Se
ha descrite gue la poblacidn de VIH-1 contieneg un considerado nimerc de genomas
defectivos (Meverhans y cols., 1989}, con lo cual el numero de particulas virales
utiizadas en cada infeccion seria mayor al namero de utp consideradas. Nos
encontrariamaos por tanto, con genomas defectivos que interferirian conias particulas
virales no detfectivas enla replicacion, esto favoreceria un desequiiibrio y una rapida
evolucion de la poblacion (Holland v cols., 1982). Si esto se estuviera produciendo
en nuestro caso sa detectaria un aumento de ia expresion de variantes, que serfan
detacrados mayoritanamente enlasinfecciones reatizadas a multiplicidad de infeccidn
alta. Smoemnbarge cuando elegimos fas condiciones de infeccién en las que se
realizaron los pases se tuvoe en cuenta la posible formacién de estas particulas
defectivas, eligiéndose m.d.a menores de 1 ufp/célula. Ademas los resultados

presentados apoyan gue los vartantes obtenidos no son producidos en este caso por
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la formacion de particulas defectivas, ya gue se encuentran en los virus pasados a

mas baa m.d 10,0071 ufp/céluia)l.

CAMBIOS
VIRUS
m.d.i. (-1} m.d.i. (-3)
{ _ h
G j £ G F
L 1
S61 M, IV, M/V 3
A R
B
C | M, M
D | =
f
E % M V3 R
F ] N3 S

TABLA Xlil- Cambios genéticos y fenotipicos después de los pases seriados en
celulas MT-4 a diferente multiplicidad de infeccion.

FooCamics terotipn oy
G Coavbios gqiondaeos
MM Catndac, ensl polrdn de "nasmatches”
V3D Camtinos on o secuenma dal lizo V3
R Combaos on L

S it dhe B NS

hica de replinaoon,
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QOtra posibilidad para explicar estos resultados es la presion ejercida por las
diferentes poblaciones de la "cuasi-especie” sobre variantes minontarios con una
mayor ventaja, los cuales se encuentran englobados dentro del espectro mutante de
la poblacidon y por tanto no son detectados. Esta observacidon fue predecida por
estudios de simulacion de "cuasi-especies” {Eigen y Biebricher. 1988) y demostrada
axperimentalmente con el VSV (de (a Torre y Holiand, 1990), en donde clones
altamente compeuiivos (vanantes con mejores capacidades), del VSV pueden estar
escondidos dentro der complejo de "cuasi-especies” vy solo se expresan y son
detectados cuando sobrepasan un nivel winbral durante los pases en cultivos de
tepdos. Nuestros resuliados sugieren ia presencia de vanantes de VIH-1 con distintas
propiedades geneticas y fenotipicas los cuales estan por debajo del nivel umbral,
siendo indetectables at menos que se elimine el efecto supresor gjercido sobre estos

por el conjunto de "cuasi-especies” donde se encuentran {de la Torre y Holland,
19901, Un ejemplo claro es lo cbservado con el 861,.,, cuyo patron de bandas por
"mismatchies” af estudiar la zona de la ribosonda ENV sélo lo encontramos al estudiar
los clones individuales del 561 {clenes D, E v F) o cuando ha sido pasado el S61 a
baja m.d.. Esto muestra que no solo el efecto de cuello de botella ( Chao. 1990;
Duarte y cols., 1922) sino también el tamano de la poblacidn va a contribuir y a influir

en la heterogeneidad de los virus RNA v en su evaolucion, al favorecer o suprimir

variantes doinmnantes

Por dltimo, se ha observado que los cambias tanto genéticos como fenotipicos
ademas de producirse mayontaniamente cuando los virus son pasados a bhaja m.d.i,
como hemos comentado, también se producen en poblaciones virales concretas, en

108 que se acumulan la mayoria de los cambios.
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En el $61,., . se encuentran dos cambios, cambios en el patrén de

"mismatches” (en ENV), y un cambio en la secuencia de la V3 (Lys por His en la
posicidn 241, lecalizada fuera del lazo V3).

CEnelE, se encuentra un cambios en el patron de "mismatches” (en ENV),
un camhio en la secuenoia de V3 {en la posicion 3086, Ser por Arg), y cambio en la
cinética de replcacion { el virus se vuelve mas lento).

CEnel By, donde encontramos un cambio en la secuencia de la V3 (en la
nosicdn 302, Asn opor lle) y cambio en el ECP pasando N3l a SI.

Estlos vanantes parece gue son mavyoritarios dentro de las "cuasi-especies” y
los gue se impone tante 0 ovive” como "inowitre” quizas debido a2 su mayor

adaptahiiidad al acumular y aceptar mayor nimerc de cambios.

Variaciones fenotipicas y genotipicas del VIH-1 encontradas "in vivo", tales
como capacidad de formar sincinios, niveles de replicaciéon, tropismg celular, o
cambiog en la secuancia de la region V3 de la gp120, las hemos observado cuanda

+

virus clonados son pasados en cultivos celuiares {condiciones ™in vitro"). Dichas
modificaciches por tanto ne son el resultado de estados particulares de la enfermedad
ni de  aiteraciones  fisiologicas o mmunoldgicas  del paciente, ya que estas
modificaciones pueden encontrarse dentro de un contexio controlado; es decir dentro
de un sistemd de cultivos celulares. Ern nuestros resuitados, se han producido
sustituciones de amnoacidos (Asn por fle, Ser por Arg vy Lys por His) en el principal
lazo antigénico, enta V3 dela gp120, (Goudsmit y cols., 1288; Palker y cols., 1988;
Javahernan vy cols. . 1989; Meloen v cols., 1989; Emini vy cols., 1992) y cambios

fenotipicos (de NS a Si). Esto estd en correlacion con lo observado en estudios

realizados en domimos antigenicos de virus RNA, como en el virus de la fiebre aftosa
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(Diez v cols., 1989; 1990; Domingo y cols., 1992), en el virus de la raba
(Benmansour v cols., 1992) en el virus de la gripe (Both y cols., 1983; Rocha vy
cols , 1991, o en lentivirus como el virus de la anemia infecciosa equina {Carpenter

y cols., 1980).

Los cambios gue hemos detectado enlos diferentes virus en cultivos de tejidos
pueden no tener retacidn con los que suceden "in vive”. Para comprobarlo hemos
analizado un segundo aislamiento de! mismo paciente después de 14 meses{259/91).
El pacieme se gncontraba en un estado mas avanzados en la enfermedad. Se
secuencid del lazo V3 encontrandose tres cambios con respecto a la secuencia
consenso del S671. Dos de estos cambios concidian con los obtemdos en pases "in
vitro” v sdlo el cambio localizado en ta posicidon 317 (Thr por Ala} es localizado sdio
an el virgs 258 Estos resullados nos permiten pensar: pnmeroe que 1o gue nosotros
estamos observande "in vitro” sucede también "in vive”, v en segundo lugar, en
contra de las teorias va mencionadas, cambios en la zena del laze V3, principal
dominmo neutralizante, pueden producirse tanto en ausencia coma en presencia de
presion mimune Todos estes resultados podrian mndicar que la vanacion intrinseca del
VirUs ¥y suU evolucion estan ejerciendo un importante papel en la evolucion de la

infecciin.

El porcentaje de heterogeneidad estimada considerando las poblaciones
analizadas después de los pases, es de un 0,03% frente al total de los nucledtidos
secuenciados 1o que supone aproximadamente 3 mutaciones por genoma. Este
porcentae esinuy sindlar al encontrado al estudiar clones individuales derivados del
FMDEV de una poblacion viral clonada tras pases liticos o de infeccion persistente en

cultivos celutares (Sabring v col., 1983, de la Torre y col.. 1988). Esto sugiere que
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probablemente mas influenciada por los largos periodos de incubacidn, 10 gque debe
tavorecer, durante su replicacion, el aumento de variantes. Estos datos irfan en contra
de las teorias que supanen que el alto grado de heterogeneidad y la alta variabilidad

observada estd motivada por {a mayor variacion del virus,

El modelo "in vitrg™ que hemos desarrollado para el estudio de la vartabilidad
del VIH-1 resalta la dificultad de distinguir variantes virales gue fortuitamente
aparecen (e incluso scn dominantes) de aquetlos que han sido seleccionados por una
determinada actividad bioldgica bajo determinadas circunstancias (fisioldgicas,

inmunolégicas, etc,) ambientales.



6.- CONCLUSIONES
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i.- En un aislado natural def VIH-1 hemos encontrado un conjunto de variantes
con distintas caracteristicas genéticas y fenotipicas, conforme al modelo de "cuasi-

especies”.

2.- La técnica de deteccidon de desapareamientos tras digestion con la
RNasa A o "mismatches”, nos ha permitido analizar la heterogeneidad genética de

una poblacidn viral y determinar la proporcidon de cada vanante en la poblacion global.

3.- Hemges reproducido en un sistema "in vitro” algunas de las variaciones

obhservadas en ei virus durante la infeccion.

4.- El camhio tenotipico de virus no sincitiales a virus sincitiales, relacionado

con la progresion de la enfermedad, ha sido observado también "in vitro™.

H. "In vitrg", esto es en ausencia de presion inmune, hemos detectado

cambios de aminoacidos en V3, principal determinante antigenico de la gp120.

6.- Dos de tos tres cambios de aminoacidos observados en ia evolucion “in

vitre” en V3 y enregqiones adyacentes de la gp120, coinciden ¢on los observados en

la evolucion "in vivo ",

7. La tasa de vanacidon de nucledtidos de 0,03%, calculada después de 15
pases seriados en cultivos celulares, es comparable a la obtentda en ctros virus de

genoma RNA.
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8.- Se ha observado gue los pases a menor multiplicidad de infeccién

promueven la expresion de variantes en el VIH-1.
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