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Acido ribonucleico
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Células mononucleares de sangre periférica
Cuentas por minuto

Dosis infectiva 50

Desoxirribonucleasa 1.
Desoxirribonucleétido trifosfato

Efecto citopatico

Acido diamino tetraacético

Ensayo Immunoenzimatico

Horas.
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Molar.

Multiplicidad de infeccién
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Milimolar
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Meétodo del vecino mas proximo (“neighbor joining™)
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Pares de bases.
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Reaccién en cadena de la polimerasa
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Poli-L-lisina

Revoluciones por minuto

Rivonucleasa.

Rivonucleasa H

Retrotranscriptasa o transcriptasa inversa.
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Suero bovino fetal
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Sindrome de inmunodeficiencia adquirida
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Tampon Tris-acetato-EDTA

Region de respuesta transactivadora
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1. INTRODUCCION



Introduccién

En los ultimos veinte afios se ha dedicado un gran esfuerzo en la lucha contra el

Sindrome de Inmunodeficiencia adquirida (SIDA), enfermedad causada por el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), que ha dado lugar a una pandemia de dimensiones
inesperadas. A pesar de los enormes esfuerzos realizados en su investigacion, actualmente
no existe aun un tratamiento definitivo, ni una vacuna que pueda proteger contra la
enfermedad.

La combinacion de varios antirretrovirales contra el virus en la terapia multiple,
siendo la mejor opcidén contra el virus en la actualidad, no es capaz de acabar con el
principal problema de todas las terapias ensayadas: la aparicién de cepas resistentes.

Parece necesario un mayor esfuerzo en el estudio de los aspectos relacionados con
los mecanismos que posee el virus para modificar con rapidez la informaciéon genética que
transmite.

Los principales mecanismos que utiliza el virus para generar variabilidad son la
mutacion y la recombinacion. Aunque las tasas de mutacion de los retrovirus sean altas
gracias a la capacidad de error de la transcriptasa inversa, la velocidad evolutiva que
proporciona la recombinacién empieza a ser considerada como el factor evolutivo mas
determinante en la pandemia (McCutchan y cols., 2000) . La tultima estimacion de la
frecuencia de recombinacion es del orden de 3 por genoma y ciclo de replicacion (Jetzt y
cols., 2000), de manera que supera varias veces la frecuencia de mutacion, estimada en
0,25 por genoma y ciclo (Mansky y Temin, 1995).

La recombinacion viral supone el intercambio de grandes fragmentos de informacion
genética entre dos genomas diferentes, por lo que se puede considerar una forma de
reproduccion sexual.

Existe un gran debate sobre las causas que han provocado que el sexo, un proceso
bioldégicamente muy costoso frente a la reproduccion asexual, haya sido adoptado por la
mayor parte de las especies (Arjan y cols., 1999). Una de las teorias mas aceptadas, explica
su alta prevalencia al considerar el sexo como principal responsable de la reparacion de la
carga genética (Kondrashov, 1988) (Chao y cols., 1992).

Aunque existen multiples trabajos que han conseguido aislar virus recombinantes

entre subtipos diferentes a partir de pacientes, los estudios in vitro se han enfocado mas



Introduccién

hacia los mecanismos del proceso de recombinacion que hacia el andlisis de los cambios
que la recombinacién introduce en las poblaciones sobre las que actlia, o hacia los factores
que pueden favorecer o limitar este proceso.

Este trabajo esta dedicado al estudio de los cambios que introduce la recombinacion
en una poblacion viral generada a partir de una infeccion in vitro con dos cepas diferentes

de VIH-1.

1.1. EL VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA HUMANA .

1.1.1. El virus de la inmunodeficiencia humana.

El VIH es el agente causal del sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA).
Esta enfermedad se describid por primera vez en 1981 en varones jovenes homosexuales
que presentaban un cuadro de inmunodeficiencia caracterizado por la disminucién de
linfocitos T CD4+. Estudios epidemioldgicos posteriores concretaron las vias de
transmision: sangre, productos derivados de ella, contacto sexual, intercambio de
jeringuillas entre consumidores de drogas por via intravenosa, y verticalmente de madre a
hijo (Levy, 1993). En 1993, investigadores del Instituto Pasteur de Paris aislaron un
retrovirus a partir de nodulos linfaticos de un paciente, y lo denominaron virus de la
linfoadenopatia (LAV). Este virus era capaz de replicar y causar efectos citopaticos en
cultivos de células mononucleares de sangre periférica (CMSP) (Barré-Sinoussi y cols.,
1983) Poco después, Gallo y cols. (Popovic y cols., 1984) y Levy (Levy y cols., 1984)
aislaron un retrovirus a partir de muestras de pacientes con SIDA, al que denominaron
VLTH-III. Finalmente se lleg6 a la conclusion de que estos tres virus eran el mismo, y se
acord¢ llamarlo virus de la inmunodeficiencia humana (VIH).

1.1.2. Retrovirus

La familia Retroviridae engloba un conjunto de virus con ARN como material
genético, y una caracteristica especifica fundamental: poseen un mecanismo para integrar
establemente su informacion genética dentro del genoma de la célula que infectan. Para lo
cual llevan incorporado un conjunto de enzimas que les permite traducir su ARN genémico
en ADN de doble cadena, e incorporarlo al ADN celular (Temin y Mizutani, 1970).

La informacién genética se organiza de una forma comun para toda la familia
Retroviridae: tres genes denominados gag, pol y env, codifican las proteinas estructurales,

enzimaticas y de la envuelta, respectivamente. Estos tres genes estan flanqueados por dos
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secuencias iguales de wvarios cientos de nucledtidos, llamadas repeticiones largas
terminales o LTRs.

El VIH-1 pertenece al género lentivirus dentro de la familia Retroviridae, que
incluye otros seis géneros. Ver tabla 1.1 (Murphy y cols., 1995) .

Un caracter diferenciador de este género lentivirus es que han desarrollado una
estrategia que les permite transportar su genoma en forma de ADN a través de la
membrana nuclear de la célula huésped. Esta caracteristica es responsable de su capacidad
unica para replicar eficazmente en células que no se estan dividiendo (Zennou y cols.,

2000) .

1.1.3. Estructura del virién y organizacion genomica

El virion consiste en una particula esférica, de aproximadamente 100 nm de
diametro, constituida por tres capas concéntricas (Fig. 1.1). La capa interna (nucleoide o
core), constituida por la proteina de la capside (p24), tiene forma de cono truncado y
contiene dos copias del ARN genomico formando un complejo ribonucleoproteico con las
enzimas y las proteinas de la nucleocépside. La capa intermedia esta constituida por la
proteina matriz (p17). La capa mds externa estd constituida por una membrana lipidica
derivada de la célula infectada, donde se insertan espiculas constituidas por las
glicoproteinas de la envuelta, gp120 y gp 41. En la envueta existe, ademds, una gran
concentracion de proteinas celulares intimamente asociadas como la 3-2-microglobulina y
las cadenas o y 3 de los antigenos HLA DR, en una concentraciéon mayor que la de gp120.
Esta riqueza de proteinas celulares en la envuelta viral condiciona aspectos de la
patogenia.

El genoma esta constituido por dos copias de ARN de cadena sencilla y polaridad
positiva (Hu y Temin, 1990c) de aproximadamente 9.8 Kb. Las proteinas del VIH-1 son
traducidas a partir de 10 fragmentos de lectura abierta y, posteriormente, son procesadas
por proteasas viricas o celulares, generandose un total de 15 proteinas viricas (Fig, 1.1).

El VIH-1 presenta tres genes estructurales: gag, pol y env. Las regiones gag y pol del
genoma se traducen en un precursor gag-pol (p160), procesado por la proteasa viral en un
precursor de gag (Pr55%°®) que da origen a las cuatro proteinas que contribuyen a la
formacion del virion: la proteina matriz (MA, pl7), la proteina de la capside (CA, p24), y
un precursor (p15) de las proteinas de la nucleocapside (NC, p7) y p6 (Géttlinger y cols.,
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1989). La proteina MA procede del extremo N-terminal miristilado de Pr55%*¢. La mayoria
de las moléculas MA estan asociadas a la cara interna de la bicapa lipidica, estabilizando la
particula, y un pequefio porcentaje se une a la integrasa en el complejo de preintegracion,
facilitando la localizacion nuclear del dcido nucleico viral en ausencia de mitosis. Este
fenomeno le permite al VIH infectar células que no se estan dividiendo, una caracteristica
inusual para un retrovirus (Lewis Yy cols., 1992). Mutaciones que impiden la miristilacion
interfieren en la asociacion estable de esta proteina a la membrana, asi como en la
infecciosidad del virion (Bryant y Ratner, 1990; Gottlinger y cols., 1989). La proteina de la
capside forma el core de las particulas virales y es el antigeno mayoritario. Su dominio N-
terminal, comprendiendo los residuos 1 al 45, contiene funciones en la maduracion del
virion y en la incorporacion de la proteina celular cyclophilina A (CypA), la cual juega un
papel importante en los primeros pasos post-infeccion. El dominio c-terminal(residuos
151-231) incluye la secuencia encargada de la dimerizacion CA-CA, e interviene en las
interacciones Gag-Gag. La region NC de gag juega un papel fundamental en varios pasos
del ciclo viral : dimerizaciéon del ARN, ensamblaje de proteinas gag, encapsidacion del
ARN vy en la sintesis del ADN proviral por la RT. La region p6 media las interacciones
entre Pr55%* y la proteina vpr, permitiendo la incorporacion de vpr a los viriones. Estas
proteinas son vitales para la integridad y estructura del virion (Gelderblom y cols., 1989).

El gen pol codifica las enzimas viricas proteasa (p15), retrotranscriptasa (RT)
(p66/p51) ¢ integrasa (P32). La proteasa cataliza el procesamiento postraduccional de los
precursores a las proteinas estructurales y los enzimas. La RT presenta dos dominios, uno
con actividad polimerasa ARN y ADN dependiente (Goff, 1990) y otro con actividad
endonucleolitica de ribonucleasa H (RNasaH).

La integrasa presenta las actividades enzimdticas requeridas para catalizar la
reaccion de integracion del ADN viral en el cromosoma de la célula huesped. Mutaciones
que afectan a su estructura bloquean la replicacion viral afectando a la integracion pero no
a la sintesis del ADN. Usando IN purificada a partir de viriones, o preparada por sistemas
de expresion, se vio que poseia dos funciones enzimaticas: Primero reconoce y se une a
ADN de doble cadena, en la secuencia ATT en el extremo de la LTR, catalizando la
separacion de dos bases en el extremo 3’; posteriormente une este sustrato por el grupo OH
3’ libre al extremo 5’ del ADN “diana”, generando un provirus integrado flanqueado por

dos secuencias repetidas de 5 pares de bases (Frankel y Young, 1998).
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Fig 1.1. Estructura y organizacion genomica del VIH-1. A) Representacion esquematica de un virion. B)
Organizacion gendmica y C) Procesamiento de las proteinas viricas.

Las proteinas codificadas por el gen env se originan a partir de un precursor (gp160),
que es modificado posteriormente por glicosilacion. Tras el procesamiento proteolitico por
enzimas celulares se originan las dos proteinas de la envuelta, la proteina de superficie

(SU, gp120) y la proteina transmembrana (TM, gp4l). Estas dos proteinas se mantienen
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asociadas y ancladas a la membrana celular por un dominio hidrofébico cercano al extremo
C-terminal. La delecion de esta secuencia hidrofobica hace que estas proteinas sean
liberadas en su forma soluble. La proteina de superficie contiene los sitios de unién a los
receptores celulares y los epitopos principales de neutralizacién por anticuerpos. La
proteina transmembrana es la responsable de la fusién de la envoltura del virus con la
superficie de la célula, a través de una region hidrofébica amino terminal, una vez que se
ha producido la interaccion del virus con los receptores de quimioquinas.

Una diferencia fundamental de los lentivirus con respecto a otros retrovirus es la
existencia de varios genes reguladores. En el caso del VIH las proteinas reguladoras son
tat, rev, nef, vpr, vif y vpu. La proteina tat (p16/p14) se une a la region TAR, localizada en
la region R de la LTR del ADN viral (Feng y Holland, 1988; Roy y cols., 1990; Shibuya y
cols., 1992), y, junto con otros transactivadores de origen celular (como SP1 y NF«kf),
activa el inicio de la transcripcion y la elongacion de los transcritos formados durante la
transcripcion temprana (Gaynor, 1995; Sodroski y cols., 1985). Rev (p19) interacciona con
su secuencia diana “Rev response element” (RRE), localizada en la region env, y regula el
transporte de los ARN mensajeros (ARNm) al citoplasma, asi como su procesamiento
(Malim y cols., 1989). Los productos de los genes tat y rev requieren localizacion nuclear
para ejercer su funcion (Ruben y cols., 1989). Nef (p27-p25) es una proteina miristilada.
Nef tiene multiples acciones: disminucion de la expresion de CD4 en la superficie celular
(Garcia y Miller, 1992), perturbacion de la activacion de células T y estimulacion de la
infectividad (Miller y cols., 1994; Spina y cols., 1994). Se la puede considerar un factor de
virulencia en la patogenia de la infeccion por VIH (Miller y cols., 1995), ya que se han
encontrado virus con deleciones en nef (Deacon y cols., 1995; Kirchhoff y cols., 1995) o
con mutaciones puntuales (Premkumar y cols., 1996) en pacientes no progresores (LTS).
La proteina Vpr (pl0-15) es incorporada al viridn por la proteina p6 y facilita la
localizacion nuclear del complejo preintegracion (Heinzinger y cols., 1994) en ausencia de
mitosis (Heinzinger y cols., 1994), bloquea a las células en fase G2 del ciclo celular (Bartz
y cols., 1996) y, ademas, es un transactivador débil. Vif (p23) estd asociada a la
infectividad y vpu (p16) facilita la salida de los viriones de la célula (Klimkait y cols.,
1990).

El genoma viral, en su forma de provirus, se encuentra flanqueado por secuencias

denominadas LTR (repeticiones terminales largas) que le permiten la replicacion y la
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integracion en el genoma celular. Las LTRs contienen sitios de unién para proteinas
celulares que activan la transcripcion y estan, a su vez, bajo el control de sefiales virales.
1.1.4. Ciclo bioldgico.
El ciclo biolégico del VIH-1 puede resumirse brevemente en los siguientes pasos,

que se esquematizan en la figura 1.2.

- Fusion y
Adhesién Skiads
> 3

Correceptor (7

Receptor CD4 }

-

}* Fase temprana
- WS S W O W O AR N S
Fase tardia
} Ribosoma
Nef
" / - Reticulo endoplasmitico

Fig 1.2. Ciclo replicativo del VIH-1. Tomado de Turner y Summers, 1999, modificado por V.M. Sanchez
Merino 2001.

Unidn del virion a receptores especificos de la superficie celular.
La entrada del virus en la célula se produce a través de la interaccion de la gp120 con
un receptor y un correceptor celulares. El receptor es la molécula CD4, localizada en la

superficie de los linfocitos T colaboradores y en células de la estirpe monocito-macréfago.
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Los correceptores que utiliza el virus son receptores de quimoquinas: CXCR4, que es el
receptor de la quimoquina SDF-1, y el CCRS, 0 receptor fusina que es el receptor de las
quimoquinas RANTES, MIP-1a y MIP-1f (Fauci, 1996). (Zhang y cols., 1997)

El tropismo de los virus esta relacionado con el uso de co-receptores: los virus M-tropicos
(que replican mejor en lineas celulares monocito-macrofago) usan el receptor CCR5, mientras que
los virus T-tropicos (que presentan tropismo por lineas celulares T) pueden usar tanto el CCR5
como el CXCR4 (Doranz y cols., 1996) (Livingstone y cols., 1996) (Dittmar y cols., 1997).

Penetracion del core en el interior de la célula.

La interaccion entre la gp120 y sus receptores, conduce a un proceso de fusion entre
las membranas viral y celular, que permite la internalizacion de la nucleocépside, proceso
mediado por la proteina gp41 (Coffin y cols., 1997).

Transcripcién inversa del ARN viral en ADN.

El momento del comienzo de este proceso no es bien conocido, puede empezar antes
de la penetracion del viridén en la célula (Zhang y Temin, 1993), concluyendo antes del
transporte al nicleo tras la maduracion del complejo de transcripcion inversa (RTC) en
forma de complejo de preintegracion (PIC) (Zennou y cols., 2000). Asi, mediante un
complejo proceso, la RT convierte el ARN virico en ADN de doble hebra (Fields y Knipe,
1990) y anade dos LTR que no posee el ARN del virion..

Integracion. Una vez transportado al nucleo, el ADN proviral se integra en el
genoma celular mediante la accion de la integrasa viral, constituyendo el provirus
integrado. Los procesos de retrotranscripcion e integracion dependen también de factores
celulares inducidos durante la activacion celular. Asi, se ha observado retrotranscripcion
incompleta en linfocitos CD4 en reposo y ADN proviral no integrado, pero susceptible de
integracion si las células se activan.

Una vez integrado, el ADN puede permanecer latente, replicarse de forma controlada
o experimentar una replicacion masiva, con el consiguiente efecto citopatico sobre la

célula infectada (Li y cols., 2000).

Procesamiento de los transcritos a ARN gendmoco o0 ARN mensajero.

La iniciacion de la transcripcion supone la sintesis de un unico precursor ARN y
depende tanto de factores celulares, como de antigenos, citoquinas o agentes mitdgenos,
que interaccionan con secuencias localizadas en la LTR. Ademas, la proteina viral Tat

aumenta de 10%-10° veces la tasa de transcripcion (Coffin y cols., 1997). Una fraccion de
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este ARN es reservada para ARN gendmico y la otra es empleada como ARNm y
procesada en transcritos de distintos tamafios. El ARNm sufre en 5’ un proceso de
“capping” y en el extremo 3’ es poliadenilado seguido de un procesamiento (splicing), para
ser transportado después al citosol. Los genes son expresados como una coleccion de
poliproteinas precursoras.

Las proteinas y poliproteinas Gag y Gag-pol, una vez sintetizadas en el citoplasma,
se localizan en la membrana celular. Las glicoproteinas de la envuelta se sintetizan en el
reticulo endopldsmico y se transportan hasta la membrana plasmatica via ruta secretora.)

Empaquetamiento y gemacion (budding) de viriones.

Las poliproteinas precursoras gag y gag-pol interaccionan con dos copias de ARN y
se unen formando estructuras visibles al microscopio electronico como particulas densas
en el interior de la membrana celular. Estas particulas inducen la curvatura de la membrana
formando su envuelta al mismo tiempo que se incorporan las glicoproteinas de env,
completando el proceso el desprendimiento de las particulas a partir de la membrana
(proceso mediado por la proteina p6 y Ubiquitina) (Accola y cols., 2000) [Huang, 1995
#5211 (Gottlinger y cols., 1991)].

El primer paso implica contacto entre las dos cadenas de ARN y el precursor
Pr559°¢. Ademas, la proteina Vif se une especificamente al ARN genémico (Zhang y cols.,
2000a) .

Numerosos estudios seflalan a la proteina de la nucleocdpside (NC) como
fundamental en el ensamblaje de particulas y para una correcta morfogénesis.

Ademas, es imprescindible para este proceso la presencia en las cadenas de ARN de
un conjunto de estructuras en horquilla conocidas como senal de empaquetamiento (\V),
que intervienen también en otras funciones virales esenciales, como activacion
transcripcional, y transcripcion inversa.

Procesamiento proteolitico de las proteinas de la capside.(Maduracion).

Inmediatamente después de la salida de los viriones por gemacion, la proteasa rompe
los precursores gag y gag-pol produciendo las proteinas MA, CA y NC, las cuales se
reorganizan generando un viridbn maduro e infectivo, capaz iniciar un nuevo ciclo de
replicacion (Ganser Yy cols., 1999) vy caracterizado por la presencia de la estructura tronco-

conica de la nucleocépside.
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1.1.5. Historia natural y patogénesis de la infeccién

La cuantificacion de los niveles plasmaticos de ARN viral permitié comprobar que
la replicacion del virus es continua durante toda la infeccion (Coombs y cols., 1989) y
conocer mejor la patogenia de la enfermedad, cuya evolucion puede dividirse en varias
fases:

Fase aguda o primoinfeccion, de varias semanas de duracion, durante la cual se
alcanzan altos niveles de ARN en plasma (>10° copias/ml) acompafiados de una
disminucion del numero de células CD4+. Tras una fuerte respuesta citotoxica y posterior
respuesta humoral, los niveles de ARN caen dréasticamente y se restablece el numero de
células CD4. Los niveles de ARN viricos que se alcanzan en ese momento (Set point)
parece que condicionan la progresion de la enfermedad (Mellors y cols., 1995).

Fase de replicacion crénica. Es de una duracion variable de varios afios, con
replicacién viral activa y un equilibrio dindmico entre el virus y el sistema inmune.
Durante esta fase el nivel de carga viral plasmatica puede ser bajo o indetectable y, desde
el punto de vista clinico, se corresponde con la fase asintomatica, durante la cual los
niveles de CD4 se mantienen estables en general y por encima de 500 CD4/ul.

Fase sintomatica, que corresponde con la fase clinica de la enfermedad,
denominado el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), caracterizado por
anomalias inmunologicas frecuentemente acompanadas de enfermedades oportunistas,
desérdenes neurologicos y formas inusuales de cancer. En esta fase se observa una
elevacion de la carga viral que precede al descenso en el numero de linfocitos CD4.

En relacion con el tropismo, existen virus que crecen en células de las lineas T y
generalmente poseen fenotipo inductor de sincitios (SI) y otros con tropismo por
macrofagos, que generalmente no inducen sincitios en células T (NSI). La diferente
cinética de replicacion ha sido también empleada para distinguir cepas de virus
rapidos/altos o rapid/high frente a los lentos/bajos o slow/low y que coinciden con la
clasificacion anterior(Schwartz y cols., 1989).

El VIH tiene dos dianas principales: los linfocitos CD4 y los macréfagos tisulares.
Se estima que se generan en torno a 10°-10'" particulas viricas al dia, a la vez que se
producen y destruyen 10° células T CD4+ cada dia y que la vida media del virus y de las
células infectadas productivamente es aproximadamente de dos dias (Ho y cols., 1995)

(Wei y cols., 1995)

11



Introduccién

1.2. DIVERSIDAD GENETICA DEL VIH-1

La diversidad genética del VIH-1 se describié por primera vez en 1984, por mapeo
de sitios de restriccion en el ADN proviral de distintos aislados (Hahn y cols.). Después se
comprobo6 que también existian diferencias entre aislados sucesivos de un mismo paciente,
asi como variantes con distinto tropismo a partir de un mismo aislado (Fisher y cols.,
1988). También se ha visto que existen diferencias entre virus que proceden de distintos
organos, y entre distintos centros germinales dentro de un bazo (Cheynier y cols., 1994).

Estudios moleculares han llevado a entender el VIH-1 como una cuasiespecie, es
decir, una mezcla heterogénea de variantes relacionados, pero genotipicamente
distinguibles entre si, al igual que ocurre con otros virus ARN (Domingo y Holland, 1997).

Mediante analisis genético, se han identificado cinco linajes distintos de lentivirus de
primates (McCutchan y cols., 1996) (Gao y cols., 1994a). VIH-1 y VIH-2 pertenecen a dos
de estas lineas. En el linaje del VIH-1, la gran mayoria de aislados se han caracterizado
como pertenecientes a subtipos del grupo M, aunque se ha descrito otro grupo O altamente
divergente. Dentro del grupo M, estdn reconocidos nueve subtipos, designados con las
letras A-D, F-H, J y K. Los subtipos forman grupos aproximadamente equidistantes en los
arboles filogenéticos, estando separados por una distancia del 25-35% en aminoécidos en
env. Dentro de los subtipos A y F se diferencian dos sub-subtipos A1y A2,y F1 y F2, que
estan mas cerradamente realacionados entre si que con el resto de subtipos.

El estudio comparativo de secuencias procedentes de Africa, Asia y América, puso
de manifiesto que un alto porcentaje de esas cepas, eran en realidad genomas mosaico
compuestos por dos o mas subtipos diferentes, que a menudo reflejaban la mezcla de
subtipos circulante en una poblacion o region (Belda y cols., 1998) (Bobkov y cols., 1996);
(Carr y cols., 1996); (Choi y cols., 1997); (Diaz y cols., 1995); (Gao y cols., 1996); (Leitner
y cols., 1995); (Sabino y cols., 1994); (Takehisa y cols., 1998) (Takehisa y cols., 1997). En
la actualidad se considera que mas del 20% de los aislados naturales de VIH-1 son virus
recombinantes (Gao Yy cols., 1994b) ; (Kampinga y cols., 1997) ; Korber y cols., 1997,
(Robertson y cols., 1995b). La recombinacion entre virus pertenecientes al mismo subtipo
genético ha sido mucho menos descrita (Butto y cols., 1997) (Diaz y cols., 1995); (Pedroza
Martins y cols., 1992). (Sala y cols., 1995) (Wei y Fultz, 1998) (Zhu y cols., 1995) (Casado
y cols., 2001), debido probablemente a la dificultad de su deteccion.
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1.2.1. Clasificacion de subtipos.

La acumulacion de secuencias del genoma completo (“full-genome”) y la
investigacion de la diversidad en diferentes regiones del mundo ha generado un nuevo
concepto de la pandemia (McCutchan y cols., 1998) (Kuiken y cols., 1999) (Kuiken y cols.,
1999) que reconoce a los subtipos y a los recombinantes intersubtipo la misma relevancia
epidemioldgica. Asi, se ha propuesto una nueva nomenclatura para VIH-1 (Robertson y
cols., 2000) que recomienda:

1.- La identificacion de aquellos recombinantes de VIH-1 que estén ampliamente
extendidas en una poblacion como “formas recombinantes circulantes” ( CRF).

2.- La reclasificacion de subtipos I y E como CRF.

3.- La validacion de sub-subtipos geograficos.

4.- El requerimiento de al menos tres genomas completos para la identificacion de

nuevos subtipos o CRFs.

Tabla 1.1. Distribucion de subtipos y CRF.
- HIV-1. - Grupo N
- Grupo O
- Grupo M - Subtipos: A, A2, B, C, D, F1,F2,G, H, J, K.
-Formas recombinantes circulantes: CRFO1_AE, CRF02 AG,
CRF03_AB, CRF04 cpx, CRF05 DF, CRF06 cpx, CRF07 BC, CRFO08 BC,
CRF09 cpx, CRF10 _CD, CRF11 cpx, CRF12 BF.
Esta elevada diversidad genética es el resultado de un conjunto complejo de factores.
El primero de ellos que contribuy6 a la generacion de esta diversidad fue la introduccion
de virus genéticamente muy distintos de primates a humanos (Korber y cols., 2000). Estas
transmisiones zoonoticas tuvieron dos origenes diferentes. El VIH-1 procederia de la
transmision de un VIS del chimpancé de la subespecie Pan Troglodytes Troglodytes al
hombre (Gao y cols., 1999), mientras que el VIH-2 tendria su origen en un virus del
mangabey tiznado (Cercocebus atys) (Hirsch y cols., 1998). Desde esas primeras
transmisiones a los humanos, la diversidad ha ido aumentando como consecuencia de la
acumulacién de mutaciones, (debido a la alta tasa de error de la transcriptasa inversa
(Preston y cols., 1988), al rapido recambio de viriones que se produce en los individuos

infectados (Ho y cols., 1995), a la recombinacion (Robertson y cols., 1995a), a la presion
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selectiva que sufren los virus como consecuencia de la respuesta del sistema inmunitario a
la infeccion (Haynes y cols., 1996), a efectos fundadores y a otros aspectos

epidemiologicos.

1.2.2. Distribucion geografica de los subtipos y formas recombinantes
circulantes del VIH.

Las formas virales predominantes en la epidemia global pertenecen al subtipo C,
seguido del B, y de las formas recombinantes CRFO1-AE y CRF02-AG (McCutchan,
2000) (Hoelscher y cols., 2001). La mayor diversidad genética de HIV-1 ha sido
encontrada en Africa, especialmente en Africa Central, donde los subtipos A, C y CRF02-
AG son los més comunes, pero todos los tipos y subtipos estdn presentes en este
continente, que fue la fuente de la epidemia (Vidal y cols., 2000). En el sur y el este
predomina el subtipo C, mientras en el oeste es el recombinante CRF02-AG (Montavon Y
cols., 2000). En Europa, Norteamérica y Australia, el subtipo B es el mas extendido,
aunque se han encontrado en varios paises europeos, otros subtipos del grupo M, incluso
del grupo O, que ademas parecen ir en aumento (Peeters y Sharp, 2000). En Sudamérica
predomina el subtipo B, aunque también se han encontrado el C y el Fl(Janini y cols.,
1998), asi como recombinantes B/F (Marquina y cols., 1996) (Thomson y cols., 2000). En
Asia circulan varias formas, predominando los subtipos B, C y CRFO1-AE.

La distribucion global de diferentes formas de HIV-1, es un proceso dinamico.
Debido al continuo intercambio humano entre diferentes partes del mundo, la probabilidad
de emergencia de nuevas formas recombinantes aumenta, y la necesidad de determinar el
papel que pueden jugar estas nuevas formas recombinantes en el futuro de la epidemia, es

apremiante.
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Fig. 1.2. Distribucion geografica de subtipos y formas recombinantes circulantes por el mundo.
Tomado de HIV database LANL USA.

1.3. VARIACION EN VIH

La familia retroviridae, en general se caracteriza por presentar unos niveles de
variacion genética notablemente altos(Hu y Temin, 1990a; Temin, 1993). Concretamente,
el VIH-1, uno de los retrovirus mas complejos ya que codifica genes adicionales
implicados en regulacion, ademés de los genes gag, pol y env de los retrovirus mas
simples, en su secuencia env es capaz de variar aproximadamente un 1% en un afio dentro
de una persona infectada (Temin, 1993).

1.3.1. Generacion de variabilidad.

La dinamica de poblaciones virales parece seguir los mismos principios basicos de la
genética de poblaciones clasica para organismos superiores (Domingo, 1997).

La evolucion de las poblaciones naturales puede considerarse un proceso en dos
fases: una primera de generacion de variabilidad, y una segunda fase en la que intervienen
una serie de mecanismos que conducen a cambios en la frecuencia de los distintos

variantes dentro de una poblacion. En todas las poblaciones naturales tienen lugar una serie
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de procesos responsables del mantenimiento del polimorfismo, y procesos que llevan a la
imposicion de unos variantes frente a otros, ya sea por un proceso selectivo o no. Los
procesos que introducen variabilidad genotipica entre una generacion y su descendencia
pueden ser separados en dos grupos: a) Procesos de generacion de mutantes durante la
replicacion viral, que estan gobernados fundamentalmente por procesos estocasticos; y b)
Procesos ajenos a la replicacion, como son: expansion de la progenie viral de una célula al
resto del organismo hospedador, la probabilidad de coinfeccion de una célula por dos
virus, o la expansion desde un organismo a otros.

El destino de cada variante dependera de una serie de factores resultantes de la
interaccion del virus con su entorno, como la eficacia biologica (fitness) relativa en el
conjunto de la poblacion total, asi como de procesos de muestreo o restricciones drasticas
de las poblaciones.

De la generacion de mutantes es responsable la alta tasa de error de la transcriptasa
inversa (mutacion) y la capacidad de los retrovirus para intercambiar informacion genética
entre las dos hebras de ARN que contiene el virus, por recombinacion.

La tasa de mutacion se define como la proporcion de incorporaciones erroneas que
ocurren durante la sintesis de un acido nucleico, expresada como sustituciones por
nucledtido y ciclo de replicacion. La frecuencia de mutacion se define como la proporcion
de mutantes en una poblacidn, y se expresa como sustituciones por nucledtido(Duarte y
cols., 1992).

Mansky y Temin confirmaron que existian diferencias significativas en la tasa de
mutacién entre distintos retrovirus (10° para BLV-lacZa. y 4 x 10° para MLV-tk)
(Mansky y Temin, 1994) (Mansky y Temin, 1995).

La tasa de mutacion del VIH-1 ha sido evaluada en 3x10” (Mansky, 1996) (Mansky
y Temin, 1995) (Mansky, 1998).

La tasa de recombinacion homoéloga retroviral fue determinada por Hu y Temin en
1990 en un trabajo con el virus de la necrosis esplénica (SNV) en un 2% por kb y ciclo de
replicacion (Hu y Temin, 1990b) (Hu y Temin, 1990a). Esta tasa de recombinacidon no es
proporcional a la distancia entre los marcadores (Anderson y cols., 1998) .

Aunque la recombinacion heterdloga es frecuente en otros virus ARN, en retrovirus

parece ser bastante infrecuente comparada con la homéloga, de 5x10~ por kilobase y ciclo
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de replicacion, es decir, de un 1 a un 0,1% de la tasa de recombinacion homoéloga (Zhang y
Temin, 1993) .

1.3.2. Mecanismos de cambio en la frecuencia de los variantes de una poblacion
natural.

La composicion de una cuasiespecie virica va a ser el resultado de la generacion de
variantes creados mediante mutacion y recombinacién, y de una serie de fendmenos
evolutivos que van a actuar sobre esa serie de variantes, favoreciendo a unos y
perjudicando a otros. Estos procesos pueden ser clasificados como:

a) De seleccion, tanto negativa, que elimina o mantiene en baja proporcion a las
variantes que presentan una menor eficacia biolodgica, como positiva o darwiniana que
permite la imposicion de variantes viricas con mayor eficacia biologica.

b) De azar, por los que una variante de la poblacion puede ser amplificada y llegar a
ser dominante, independientemente de su eficacia bioldgica. Factores adicionales que
pueden influir criticamente en la composicion de las quasiespecies in vivo son: la deriva
genética, cuellos de botella genéticos, trinquete de Muller, transmisiones de grandes
tamafios poblacionales, principio de exclusion competitiva, seleccion dependiente de
frecuencia, hipdtesis de la reina roja.

Un tema de gran controversia son las contribuciones relativas de cada uno de estos
procesos en la evolucion de una poblacion.

El término velocidad de evolucion se define como el grado de fijacion o acumulacion

de mutaciones en funcién del tiempo.

1.4. RECOMBINACION EN VIH

La recombinacion genética en el virus de la inmunodeficiencia humana tiene lugar
durante la transcripcion inversa del ARN viral a ADN proviral.

En 1964, Temin propuso la hipotesis del provirus, segin la cual, virus ARN
tumorales residian en células infectadas en forma de ADN (Temin, 1976). En 1970,
demostrd que preparaciones purificadas de particulas virales contenian una polimerasa que

sintetizaba ADN a partir de ARN viral (Temin y Mizutani, 1970) (Baltimore, 1970) .

1.4.1. La Transcriptasa Inversa.
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La transcriptasa inversa de VIH es un heterodimero formado por dos subunidades de
560 (p66), y 440 residuos (p51) respectivamente, que derivan de la poliproteina Pol. Cada
una de las dos subunidades contiene un dominio polimerasa compuesto por cuatro sub-
dominios llamados dedos, palma, pulgar y conexién (por analogia con una mano derecha),
y la p66 contiene un dominio adicional RNAsa H.

Aunque tienen una secuencia aminoacidica idéntica, los subdominios polimerasa se
organizan de manera diferente en las dos subunidades p51 y p66. P66 presenta una
hendidura que contiene un sitio activo muy conservado en muchas polimerasas ( Asp 110,
Asp 185 y Asp 186) mientras que p51 forma una estructura cerrada inactiva. (Frankel y
Young, 1998) .

Se trata de una enzima multifuncional con tres actividades: DNA polimerasa
dependiente de ARN, DNA polimerasa dependiente de ADN, y ribonucleasa H. Las
actividades polimerasa y ribonucleasa H ocupan dominios separados no solapantes. La
polimerasa ocupa dos tercios de la molécula en el lado amino terminal. La actividad
ribonucleasa H, permite eliminar selectivamente el ARN molde a medida que se sintetiza
la cadena de ADN a partir de una molécula hibrida ARN-ADN, actuando como
exonucleasa y endonucleasa en sentido 5°-3°, y normalmente no digiere moléculas de
hebra simple.

Al igual que todas las DNApolimerasas conocidas, la RT es incapaz de iniciar la
sintesis de ADN de novo, para lo que requiere una molécula que sirva como iniciador. In
vitro puede ser cualquier ARN o ADN, pero in vivo siempre es un ARNt. Ademas, in vitro,
requiere la presencia de cationes divalentes, siendo preferido el Mg*".

La molécula de ADN molde-iniciador se une a lo largo de los subdominios de la
palma y conexion, en el hueco entre los dedos y el pulgar. El sitio activo para
polimerizacion es en el centro de la palma, con la participacion de tres residuos de acido
aspartico que coordinan un i6n metalico implicado en la catdlisis de la adicion de
nucledtidos. Ademads existe una secuencia asociada con el sitio catalitico (Tyr-X-Asp-Asp)

que esta altamente conservada en los enzimas de otros retrovirus.
1.4.2 Mecanismo de la transcripcion inversa

El modelo de transcripcion inversa para VIH-1 es similar al propuesto para otros

retrovirus, y fue desentrafiado en sistemas in vitro, libres de células.
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La transcripcion inversa requiere dos transferencias de hebra (o saltos) para convertir
el ARN viral en una molécula de ADN doble. Los requerimientos minimos para este

proceso son: dos copias de ARN simple viral, el iniciador tARN"®

, ¥ la proteina
heterodimérica Transcriptasa Inversa (RT). Sin embargo, la transcripcion inversa in vivo
tiene lugar dentro de un complejo ribonucleoproteico que incluye también otras proteinas
virales como la cépside y/o la nucleocapside, que ademas juega un importante papel en la
dimerizacién del ARN y empaquetamiento de los viriones, (Farnet y Haseltine, 1991). La
arquitectura de este complejo puede influir en la eficiencia del proceso. Una fraccion de la
RT en los viriones esta asociada con la estructura nucleoproteica viral, donde parece unirse
al iniciador ARN.

La transcriptasa inversa es activada por una sefial en el citoplasma celular que atn no
ha sido identificada, para iniciar la sintesis a partir del iniciador tARN"™® que se encuentra
unido al ARN viral (Luciw y Harada, 1998) (Fields y Knipe, 1990) cerca del extremo ARN
molde viral en el sitio de unién del primer (PBS). Esta interaccion entre el PBS y el tARN,
parece estar influenciada por la estructura secundaria de la region lider del ARN viral.

La RT extiende la primera cadena de ADN hasta el extremo 5’ del genoma viral. A
este fragmento de ADN de unos 100 a 150 nucleétidos se le llama “minus strand strong-
stop”. Entonces la ARNasa-H media la degradacion de la hebra de ARN del complejo
ARN-ADN formado (Le Grice y cols., 1991) (Schatz y cols., 1990) (DeStefano y cols.,
1994) (DeStefano y cols., 1991). Seguidamente, se produce la primera transferencia de
hebra de la RT: este fragmento pasa a unirse al extremo 3’ del ARN genémico por medio
de la hibridacion de las secuencias idénticas, llamadas R, repetidas en los dos extremos del
genoma ARN, hibridacion favorecida por la proteina NC. Ademas, parece que se trata de
una transferencia preferentemente intramolecular (DeStefano y cols., 1991) (Hu y Temin,
1990a) (Luo y Taylor, 1990). De nuevo, esta secuencia R, sirve de iniciador de la sintesis
de la cadena ADN de polaridad negativa. La actividad ARNasa H degrada la cadena molde
excepto un fragmento PPT, relativamente resistente a este enzima, que ejerce de iniciador
de la cadena de ADN de polaridad positiva, tomando como molde la cadena ADN negativa
que se acaba de formar. Entonces se produce el segundo “salto”, del fragmento sintetizado
“plus-strand-strong-stop” hasta el extremo 3’ de la cadena de ADN, para completar la

formacion de la doble cadena ADN.
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Los lentivirus presentan una particularidad en este paso: la sintesis de la cadena de
ADN de polaridad positiva se lleva a cabo en dos fragmentos. El fragmento que se inicia
en el extremo 3°, acaba en la secuencia de terminacion central (CTS), y el segundo
comienza en una secuencia de polipurinas (cPPT) central, localizada al final de la
secuencia del gen pol (justo 99 nucledtidos antes del CTS). Este particular mecanismo
parece tener una importante funcion en la replicacion del virus, ya que favoreceria un
pliegue en la estrucrura del ADN que facilita su paso al ntcleo en células que no se

encuentran en mitosis (Zennou y cols., 2000).

1.4.3.Mecanismo de la recombinacion retroviral.

El requerimiento de viriones heterozigotos para detectar genomas recombinantes en
las células infectadas por ellos, indica que la recombinacion ocurre entre los dos ARNs
empaquetados en el virion y durante el proceso de transcripcion inversa (Clavel y cols.,
1989) (Hu y Temin, 1990a) (Stuhlmann y Berg, 1992).

La recombinacion puede potencialmente ocurrir durante la sintesis de la cadena de
ADN positiva o durante la sintesis de la negativa. Existen dos modelos basicos para
explicar el fendmeno de la recombinacion retroviral.

El primer modelo sugiere que la hebra de ADN en crecimiento puede disociarse del
ARN molde gracias a una rotura por la ribonucleasa H (RNAsa H), y entonces seria libre
de unirse a una region homologa en la otra hebra de ARN del virus. Alternativamente, una
hebra de ADN en crecimiento puede ser desplazada de su union al ARN, por otra hebra
que invade el “duplex” (Diaz y cols., 2000). Ambos modos de transferencia se han
demostrado in vitro (DeStefano y cols., 1994). La proteina de la nucleocapside parece
jugar algun papel en estos procesos (Allain y cols., 1994), (DeStefano, 1995) (Peliska y
cols., 1994).

El segundo modelo requiere la presencia de dos hebras de ADN de polaridad
negativa sintetizadas a partir de las dos hebras de ARN del virus, para que puedan
intercambiar fragmentos. Sin embargo, parece que la mayoria de las recombinaciones
(98%) en un sistema in vitro retroviral ocurren durante la sintesis de la cadena de ADN
negativa, de acuerdo con el primer modelo (Zhang y cols., 2000b).

Los requerimientos minimos de este proceso, es decir, la transferencia de hebra entre

regiones internas de dos moldes diferentes in vitro, son segmentos cortos de ARN de
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aproximadamente 142 nucledtidos con una cierta homologia de secuencia y la transcriptasa
inversa viral. La deplecion de la actividad RNAsa supone una disminucion de la eficacia
del proceso (DeStefano y cols., 1992).

Se conoce poco acerca de secuencias y estructuras que promuevan la recombinacion.
Estructuras en horquilla (“hairpin stem”) parecen interrumpir la sintesis por parte de la
transcriptasa inversa (DeStefano y cols., 1992), sugiriendo que determinadas regiones
pueden promover recombinacion (Mikkelsen y cols., 2000) constituyendo regiones
calientes para recombinacion (“recombination hot spot”) (Zhang y Temin, 1994). En este
sentido, Anders H. Lund (Lund y cols., 1999) identifico el motivo “lazo del beso”
(“kissing-loop”)(que presenta una estructura secundaria implicada en la formacion del
dimero de ARN) como un “sitio caliente” que media recombinacion en MLV.

D.P.Wooley (1998) (Wooley y cols., 1998) encontré frecuencias mas altas de
recombinacion en las regiones inmediatas a secuencias idénticas entre dos vectores. Se han
descrito sitios especificos de parada que parecen implicados también en transferencia de
hebra (Kim y cols., 1997) (Wu y cols., 1996). Parece que incorporaciones de bases
erroneas por parte de la transcriptasa inversa pueden promover transferencia de hebra
(Diaz y cols., 2000).

Una incorporacion errénea puede causar la pausa de la RT y favorecer un evento de
transferencia de hebra (Perrino y cols., 1989), (Diaz y DeStefano, 1996) (Fuentes y cols.,
1996).

1.4.4. Modelos de recombinacién retroviral

Modelo de eleccion de copia o “copy-choice”. Fue primero propuesto por Weiss en

1973, y propone que la recombinacion ocurre durante la sintesis de la cadena de ADN de
polaridad negativa, cuando la transcripcion inversa “salta” desde una cadena de ARN ,
para seguir copiando la informacion contenida en la otra (Weiss y cols., 1973). El modelo
fue posteriormente modificado por Coffin (Coffin, 1979) en su formulacién del modelo
“forced copy-choice”, poque entiende entiende que el salto de la RT de una cadena a la
otra de ARN, es provocado por una “rotura” en la primera.(una prediccion de este modelo,
es que condiciones que produzcan dafios en el ARN, estimularian la recombinacion, pero
los resultados con y-irradiacion fueron ambiguos (Hu y Temin, 1992). Por tltimo,

DeStefano (DeStefano, 1994) demostr6 que se producen “saltos” entre regiones internas de
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ARN, tanto en reacciones in vitro con fragmentos de ARN, como en estudios con
fragmentos de genomas virales.

El modelo de desplazamiento de banda o “‘strand displacement/assimilation”, surgio

mas tarde para explicar dos fenomenos descritos:
a) La estructura en H encontrada por microscopia electronica, formada por dos ADNs
de doble cadena conectados por un fragmento de cadena simple (Junghans y cols.,
1982).
b) La descripcion de la sintesis del ADN viral en fragmentos (Hsu y Taylor, 1982)
(Boone y Skalka, 1981).
Todo ello sugeria que la informacion genética podia ser combinada a través de
fragmentos de ADN. Esto implica que la recombinacion tendria lugar una vez formadas
dos cadenas de polaridad positiva, cada una de ellas a partir de cada una de las cadenas de

ARN contenidas en el viridn.

1.4.5. El proceso de transferencia de hebra.

Sistemas in vitro disefados para estudiar la recombinacién, que usan acidos
nucleicos y enzimas purificados indicaron que las roturas de la RNasa H juegan un papel
en la transferencia de hebra desde un ARN “donador” (Peliska y cols., 1992). Trabajos
posteriores sugieren que la pausa de la transcriptasa inversa durante la sintesis de la cadena
de ADN, promueve transferencia de hebra (DeStefano y cols., 1992) (DeStefano y cols.,
1994). Se encontré que las posiciones de transferencia correlacionaban con secuencias y
estructuras que provocan pausas. Se propuso que las paradas de la RT pueden permitir que
la RNasa realice cortes en las posiciones adyacentes del ARN molde. Esta degradacion del
molde puede facilitar la interaccion del primer con el molde aceptor (Brincat y cols.,
2002).

La presencia de estructuras secundarias entre las secuencias repetidas parecen
incrementar la eficiencia del proceso (Hwang y cols.; 2001). La altamente estructurada
horquilla TAR de HIV-1 provoca la parada de la sintesis por por parte de la RT en el
momento que esta alcanza la base de la horquilla (Kim y cols., 1997). Sin embargo, a pesar
de los progresos en este sentido, no esta clara la relacion entre sitios de pausa y puntos de

transferencia de hebra (Roda y cols., 2002).
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Fig 1.4..Representacion esquematica de los modelos de recombinacion. En el primero se obtiene
como resultado del proceso una doble hebra homoduplex. El modelo “strand displacement and
assimilation”, origina una doble hebra con regiones heteroduplex. (Tomado de A. Telesnitsky and
S. P. Goff “Retroviruses” Coffin, Hughens, Varmus 1997).
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1.4.6. Las dos copias de ARN de VIH.

Los retrovirus se diferencian del resto de los virus en que cada virién contiene dos
copias completas de ARN gendmico. Se ha propuesto que la finalidad de este hecho es la
de aumentar la probabilidad de éxito en la copia de ADN.: Si una de las copias tuviera un
fallo, la transcripcion inversa continuaria copiando la segunda hebra de ARN para
completar la transcripcion de un ADN completo(Coffin, 1979).

Se cree que a partir de un virion se forma una sola copia de ADN. En este sentido,
los retrovirus no serian considerados diploides, ya que en cualquier posicién dada del ADN
de la progenie, la informacion genética procede de uno solo de los ARNs parentales
(Coffin y cols., 1997) (Panganiban y Fiore, 1988) (Hu y Temin, 1990b) (Jones y cols.,
1994). Sin embargo, la naturaleza pseudodiploide, tendria importantes implicaciones en la

generacion de diversidad de los retrovirus a través de la recombinacion.
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Objetivos

La recombinacion genética es un mecanismo fundamental en la generacion de
variabilidad para el VIH-1. Este trabajo se ha centrado en el estudio de los factores que
afectan a la capacidad de recombinacion del VIH en un sistema in vitro, con la finalidad de
entender los fenomenos evolutivos del virus in vivo. Para ello nos fijamos los siguientes

objetivos:

1. Determinacion de la influencia que ejercen sobre la recombinacién del VIH-1
factores como:
a. el tiempo de cultivo, o el nimero de ciclos de recombinacion.
b. la multiplicidad de infeccion,

c. la distancia genética entre los virus parentales.

2. Identificacion de posibles zonas calientes para la recombinaciéon mediante el

analisis de las secuencias de clones recombinantes.

3. Anadlisis de la evolucion de las poblaciones virales que resultan de una infeccion

por dos virus diferentes.

4. Estudio sobre la naturaleza diploide o pseudodiploide del VIH. ;Es posible la

formacion de dos provirus a partir de las dos copias de ARN de un virion?.
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Materiales y métodos

3.1 CULTIVOS CELULARES

3.1.1 Células.

MT4 y MT2 : Son lineas celulares linfoides del linaje T CD4+, obtenidas a partir de
linfocitos de sangre periférica de pacientes infectados por el virus de la leucemia de las
células T humana tipo 1 (HTLV-1) por cocultivo con linfocitos de sangre de cordon
umbilical de un individuo sano (Miyoshi y cols., 1981). Las lineas celulares fueron cedidas
por el Dr. D. D. Richman (Universidad de San Diego, California) .

Cos-1: Linea celular establecida procedente de rifion de mono.

3.1.2 Medios de cultivo
Las lineas celulares se crecieron en medio RPMI 1640 (Bio-Whittaker) suplementado con
un 10% de suero bovino fetal (SBF) (Gibco), 2 mM de L-glutamina (Flow), 100 pg/mL de

estreptomicina, 100 unidades/ml de penicilina y 0.5% de tilosina (ICN Biomedicals Inc.).

3.1.3 Virus e infecciones.

3.1.3.1 Virus: Los virus utilizados en estos estudios pertenecen a diferentes subtipos, pero
todos tienen la caracteristica de ser formadores de sincitios. Esta cualidad ha sido asociada
a la utilizacion del receptor celular CXCR4. Todos ellos fueron obtenidos a partir del
“UNAIDS/NIH/AIDS repository”.

Tabla 3.1 Virus utilizados en las infecciones dobles.

VIRUS Subtype BIOTIPO
LAI B SI—X4
RF B SI—R5X4
SF2 B SI—R5X4
92UG24 D SI
93BR20 F SI—R5X4
92UG29 A SI—X4

3.1.3.2 Semillas: Las semillas de los virus LAI ,RF y SF2 habian sido crecidas en nuestro
laboratorio en células MT2. Las semillas del resto de los virus se crecieron en células
MT4.

El procedimiento seguido para su obtencion consistio en la infeccion de 10° células MT4
con Iml de sobrenadante del virus correspondiente, incubadas a 37°C, en estufa de CO,

durante 1 hora y 35min., tras lo cual se afiadié 1ml de medio fresco.
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Cuando se detecta efecto citopatico generalizado, y la viabilidad es menor al 50%, se pasa
el cultivo directamente a 7 x 10° células, y posteriormente a 40 x 10°. Los sobrenadantes se
recogieron y fueron congelados a —70°C o en Nitrogeno liquido, para su conservacion.
La wvaloracion de la replicacion viral en las infecciones del estudio se realizd utilizando
dos parametros:
A,- el efecto citopatico , utilizado como +, ++, +++, 0 ++++ segin el porcentaje del
cultivo afectado sea el 25, 50, 75 6 100%.
B.- la viabilidad celular , determinada por el método de exclusion de colorante azul
tripano.
La cuantificacion de semillas virales se han llevado a cabo utilizando dos técnicas
diferentes:
a) Plaqueo: esta técnica, que se describe en el apartado 3.1.6, permite titular las
semillas mediante el contaje de placas de infeccion , expresandose en unidades
formadoras de placa por unidad de volumen ( UPF / mL ).
b) Por dosis infectivas 50 ( DIso/mL ). Este método utiliza el efecto citopatico
producido en diluciones seriadas del virus que infectan células MT2. Para ello , se
disponen 10° células MT2 en cada pocillo de una placa de 96, y se infectan con 100ul
de diluciones seriadas del virus en medio de cultivo. Las placas se incuban a 37°C en
atmosfera de CO2 durante 7 dias. Pasado este tiempo se lee la placa , considerando
positivos todos los pocillos que presentes efecto citopatico (ECP ). Las DlIsy se calculan

segun el método de Spearmann-Kérber (1931).

Tabla 3.2 Resultados de la titulacién de los virus utilizados en las infecciones dobles

VIRUS Subtype TCID50/ml p.f.u./ml
LAI B 1,8x10° 1,8x10°
RF B 1,8x10°

SF2 B 5,6x10°

92UG24 D 4,2x10° 1,75x10°
93BR20 F 5,6x10° 8x10*
92UG29 A 7,4x10* 10°

3.1.4 Plaqueo en células MT4.
Esencialmente se sigui6 el protocolo de Harada y cols (1985) modificado por Sanchez-

Palomino y cols. (1993) que se describe a continuacion.
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Para adherir las células que crecen en suspension al plastico, se trataron placas p35 con
poli-L-lisina (Sigma) a una concentracion de 50 pg/mL durante 60 minutos a temperatura
ambiente. A continuacién se lavan las placas tres veces con PBS, y se afade 1,5
mL/pocillo de una suspensiéon de células MT4 a una concentracion de 3 x 10° células/mL
previamente lavadas dos veces con PBS. Las placas con la suspension celular se mantienen
sobre una mesa de equilibrado durante una hora a temperatura ambiente para que se forme
una monocapa homogénea. Posteriormente se retira con cuidado el PBS, y se infecta la
monocapa con 500-1000 pl de una diluciéon de virus en medio de cultivo. Se incuban las
placas en estufa durante 1 hora y 30 minutos para permitir la adsorcion viral, después de la
cual, se retira el inoculo , y se cubre la monocapa con 2ml de medio de cultivo con un
0,7% de agarosa (Sea-plaque Agarose, Marine Colloid Corp.) caliente que se solidificara a
4°C antes de pasar a la estufa. Las placas pueden apreciarse a simple vista después de una
incubacion de 4 a 7 dias.

Esta técnica permite ademas de la titulacion de virus, el aislamiento de clones biologicos.
Pinchando con una micropipeta las placas de infeccion, se resuspenden en 100 pl de medio

de cultivo, que después se utilizaran para la extraccion de ADN.

3.1.5 Infecciones dobles.
Las infecciones dobles se llevaron a cabo sometiendo células MT4 frescas a una infeccion
con una mezcla de dos virus distintos. Se usaron dos multiplicidades de infeccion: 1y 0.1.
Para el célculo de la multiplicidad de infeccidon se usaron los titulos en p.f.u.s, aunque se
recurrid a los titulos en TCID50 para los casos en que no disponiamos de los datos
obtenidos por plaqueo. Tras una incubacion de 1h y 45 minutos para permitir la adsorcion
del virus, se retir6 el sobrenadante y se lavaron las células con PBS, para volver a
resuspenderlas en medio fresco. Se recogieron sobrenadantes varias veces a lo largo de 22
dias, anadiendo células cuando el efecto citopatico lo requeria.
En el estudio sobre recombinacion, se estudiaron cuatro combinaciones de virus:
1.- LAI ( subtipo B) + UG24 (subtipo D)
2.- LAI (subtipo B) + 93BR20 (subtipo F)
3.- UG24 (subtipoD) + 93BR20 (subtipo F)
4.- LAI (subtipo B) + RF (subtipo B)
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Estas infecciones dobles se realizaron en 2 x 10 ® MT-4 células a un multiplicidad de
infeccion de 0.1 p.f.u.(unidades formadoras de placas) por célula. Se afadieron 2 x 10 °
cellsel dia 5,y 5 x 10° los dias 9, 13, 16, y 19. Los cultivos se siguieron hasta el dia 22.
Un esquema del procediemiento general puede verse en la fig.1.

Excepcionalmente, la infeccion intrasubtipo B, realizada con los virus LAI y RF, se sigui6
hasta el dia 21, y los sobrenadantes fueron recogidos los dias 8, 13, 17, debido a que el

efecto citopatico en esta infeccion era mayor que en las anteriores.

3.1.6 Cultivos secundarios de 24 horas.

1 ml de cada sobrenadante recogido a partir de los cultivos de las infecciones dobles,
fueron utilizados para realizar una infeccion sobre 5 x 10° células, que se recogi6 a las 20-
24 horas. La finalidad de este cultivo es conseguir que los viriones presentes en el
sobrenandante infecten las células frescas, dar tiempo suficiente para que ocurra la
transcripcion inversa y obtener la copia proviral de los viriones, pero para no completar un
ciclo entero de replicacion, se recogen los cultivos antes de que se produzca un segundo

ciclo de infeccion.

3.2 OBTENCION DE ACIDOS NUCLEICOS

3.2.1 Obtencion de ADN

En funcion del namero de células disponibles, la técnica empleada para la obtencion de
ADN proviral, fue distinta. En infecciones con 5 x 10° células o més, se siguié un método
de extraccion estandar con fenol (Perucho y cols., 1981), a partir de un sedimento de
células lavado 2 veces con Na Cl 137mM, KCl 2.7mM, Na,HPO, 8,1mM, KH,PO,
1.47mM pH 7.4 ( PBS ). Este sedimento se resuspende en una solucion Tris-HCI 10mM
pH 7.5, EDTA 10mM, NaCl 0.15M, proteinasa K 200ug/ml y SDS 0.4%. Tras una
incubacién de una hora a 65°C y toda la noche a 37°C, se afiadié un volumen de Tris-HCI
10mM pH 8, EDTA 10mM, NaCL 0.65M. La mezcla se extrajo 3 veces con un volumen
de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1). E1 ADN se precipitd con etanol y se resuspendio
en agua a una concentracion aproximada de lpg/ul, determinada por medida

espectofotométrica a una longitud de onda de 260nm.
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En el caso de las placas obtenidas por la técnica de plaqueo en MT-4, la obtencion de ADN
se realizo utilizando el equipo comercial Biorad “Instagene purification matrix”. Para ello
se lleva a cabo una primera incubaciéon a 56°C durante 30 minutos, de 200ul de la
suspension “Instagene” con 20ul de una suspension de la placa pinchada, seguida de otra
incubaciéon de 8 minutos a 100°C. Una centrifugacion a 15000 r.p.m., durante 5 minutos,
permite recuperar el ADN en el sobrenadante. La solucién resultante se conserva a -20°C.

Excepcionalmente se utilizo este equipo comercial para la extraccion de ADN a partir del
residuo celular del D5 de la doble infeccion LAI/RF, ya que no habia suficiente cantidad

de células para utilizar la extraccion con fenol.

3.2.2 Obtencion de ARN

La obtencion de 4cido ribonucleico (ARN) se realizd6 mediante el método descrito por R.
Boom (Boom y cols., 1990). Consiste en una incubacion a temperatura ambiente durante
10 minutos de 20 pl de sobrenadante de cultivo con 980 ul de solucion de lisis (120 g de
isotiocianato de guanidina, 100 ml de Tris-HC1 0.1 M pH 6.4, 22 ml de EDTA 0.2 M pH 8
y 2.6 g de Triton X-100) y 40 pl de silica. El sedimento obtenido de centrifugar a 15000
rpm durante 25 segundos, se lava dos veces con 1ml de solucion de lavado (120 g de
isotiocianato de guanidina, 100ml de Tris-HCI 0.1 M pH 6.4), dos veces con 1 ml de etanol
al 70% y una vez con 1 ml de acetona. Tras este lavado se deja secar la silica a 56°C
durante 10 minutos y se eluye por resuspension en 50ul de agua esteril e incubacion a 56°C
10 minutos. El ARN se recoge en el sobrenadante tras centrifugacion a 15000 r.p.m. 2

minutos y se conserva a —70°C.

3.3 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

A lo largo del estudio se amplificaron diferentes fragmentos de distintas regiones
genomicas del VIH-1, fundamentalmente los genes gag pol y env.

Las reacciones se llevaron a cabo en tampon Tris-HCI 10 mM pH 8.3, KCl 50 mM,
gelatina 0.01% y MgCl, 1.5 mM. La concentracion de desoxinucleotidos trifosfato
(ANTPs) (Pharmacia) fue 0.125 mM, y la de iniciadores fue 2 ng/ul, y 0.5 unidades de
enzima Ampli-Taq polimerasa (Perkin-Elmer) por ensayo, en un volumen total de 25 pl.
Los ciclos de desnaturalizacion del ADN se realizaron a 94-95°C durante 30 segundos,

exceptuando el primero que tuvo una duracioén de 2 minutos 30 segundos.
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La temperatura de hibridacion vario desde 52°C hasta 65°C, segun los iniciadores
utilizados.
Dependiendo de la longitud del fragmento amplificado, el tiempo de elongacion fue

de 30 segundos a 6 minutos ).

3.3.1 PCR utilizada para la identificacion de clones bioldgicos recombinantes.

Una vez obtenidos los clones mediante la técnica de plaqueo descrita en el apartado 3.1.5,
se pincharon individualmente, se resuspendieron en 100ul de medio de cultivo, y se
almacenaron a —70°C. 20 pl de esta suspension se utilizan para extraer DNA, con el equipo
“Instagene”, segin instrucciones del fabricante. El ADN de cada una de las placas fue
sometido a una reaccion de PCR con los cuatro iniciadores que se describen en la tabla 3.3,
en las condiciones antes descritas y sometidas a 35 ciclos de temperatura con el siguiente
patrén: 1ciclo de desnaturalizacion, a 95°C durante 35 s, seguido de una hibridacién a 52°C
durante 45 s, y una elongacion a 72°C de 45 s de duracion. Estos 35 ciclos son precedidos
por una desnaturalizacion de 2 min 30 s a 95°C, y finalizan con una elongacion de 10 min a
72°C.

Los dos pares de iniciadores originan dos amplicones de diferente tamafio para cada virus,
que pueden resolverse en geles de agarosa (TAE) al 0,9%, y que nos han permitido
diferenciar todos los virus utilizados en las infecciones dobles, asi como los virus
recombinantes que aparecen en la progenie (ver esquema 4.2 de resultados).

Asi, por ejemplo, en la doble infeccion B/D, los iniciadores 117 y 118 amplifican un
fragmento en la region de Gag p7-pl-p6, de 152 nucledtidos con la cepa LAL y de 117 con
la cepa UG24. Los iniciadores de env, 114 y 115, producen un fragmento de 176
nucledtidos en C3-V4, en el caso de LAI, y de 167 para UG24. De esta manera, podemos
distinguir cada clon aislado, si se trata de un virus parental o recombinante, segin puede

verse en la fig.4.2.

Tabla 3.3. Iniciadores usados en la identificacion de clones bioldgicos.

Iniciadores | Secuencia (5°-3°) Posicion

114E 5'-TCCTCAGGAGGGGACCCAGAAA-3', 6890 a 6912
115E S-TTTTATTCTGCATGGGAGGGTGAT-3’ | 7064 a 7040
117GD 5-CCCCAGACCTGAAGCTCTCTT-3 1748 a 1768
118GU 5-AGACAGGTTAATTTTTTAGGGAA-3' 1618 a 1645
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3.3.2 PCR cuantitativa

La deteccion de formas recombinantes provirales se llevo a cabo sobre el ADN proviral
procedente de los sedimentos de células MT4 resultantes del seguimiento de las
infecciones dobles. Se utiliza una PCR especifica que es capaz de diferenciar dos formas
parentales y dos formas recombinantes distintas.

Para ello se usaron una serie de iniciadores que hibridan en dos zonas del gen env,
distantes entre si unos 2500 nucleodtidos aproximadamente. Cada par de iniciadores es
especifico de cada virus parental, y la combinacion cruzada de éstos, es especifica de cada
especie recombinante. Esto se representa de una forma esquematica en la fig.4.3.

La secuencia y localizacion de estos iniciadores especificos, es la siguiente:

137B (5’-GTGAAGGAGAAATATCAGCA-3’, nucleotides 5811 to 5831 in LAI)

139B ( 5’-CTGCTATGGCTGTGGCAT-3’, nt 8265 to 8247 in LAI)

155D (5’-CTGTGTCACTTTAAACTGCATTGAAT-3’, nt 6175 to 6201 in LAT)

154D (5’-TCCTGAATCCAATACTGGAG-3’, nt 8218 to 8198 in LAI)

143B (5’-TCTACAAGCTCCTTGTACTA-3’, nt 8314 to 8294)

141F (5°-TGAGGGGGATGCAGAGGAA-3’, nt 5810 to 5829)

142F (5’-TCTACCAGCTCTTTGCAAAG-3’, nt 8314 to 8294)

146F (5’-GGGGAAGTGGGGCCTTTTAT-3’, nt 5840 to 5860)

273R (5’-TGATGGAGATGAGGAAGAA-3’, nt 5811 to 5830)

274R (5’- GTGAAGAAAAGCTCTAAGAA-3’, nt 8308 to 8327)

La denominacién de los iniciadores consiste en un nimero seguido de una letra que indica
el subtipo del virus con el que hibrida, excepto en el caso de RF, cuya letra es R para
diferenciarlos de los iniciadores especificos de LAI, que llevan la letra B.

Los ciclos de temperatura utilizados para las infecciones dobles B/D, B/F y D/F fueron:
94°C 2 minutos, 10 ciclos de 95°C durante 45 s, 60°C 1 min, y 72°C 4 min; seguidos de
25 ciclos a 95°C 45 s, 55°C 1 min, 72°C 4 min, acabando en una incubacion de 72°C
durante 10 min. La amplificacion RF+LAI fue similar, cambiando uUnicamente la
temperatura de hibridacion, que fue de 63°C en los primeros 10 ciclos, y 57°C en los 25
restantes.

La cuantificacion de cuatro especies moleculares distintas a partir de una mezcla, se
abord6 en cuatro determinaciones independientes. Cada una de ellas consta de 6 diluciones

de un patrén externo y cuatro de la muestra problema, como puede verse en la fig.4.4. Se
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considerd la PCR como una reaccion lineal ya que se realizé siempre a concentraciones de
sustrato proximas a la concentracion limite.

Los patrones externos se construyeron con plasmidos, en los que se inserta una copia de la
secuencia problema de la muestra, segiin el método expuesto en el apartado 3.4.

Para cada experimento de cuantificacion, se prepararon 42 reacciones: dos de ellas son
controles negativos, y 10 reacciones para cada una de las cuatro especies que pretendemos
determinar: los dos provirus parentales y los dos tipos diferentes de provirus
recombinantes. La fig. 4.4 muestra el resultado de uno de estos experimentos.

Los productos de la PCR se corren en un gel de agarosa al 0,9% en T.A.E., a 30-35 Voltios
durante 1hora y 30 minutos y el gel se tifie con Bromuro de Etidio al 5%. La fotografia del
gel se leyd en un scanner HP50 de Hewlett Packard y se densitometraron las bandas
utilizando el programa PCBAS version 2.08 (IsotopenmeBgerite GMBH, 1993). La
densidad optica de las diluciones de plasmidos nos permiten elaborar una recta patrén de
densidad optica frente a nimero de copias, que se utilizd para extrapolar el nimero de
copias provirales de la muestra. Para lo cual usamos el programa estadistico Graph Pad
PRISM version 2.01 (Graph Pad Sofware Incorporated). Las cuatro determinaciones se
realizan en paralelo, sometidas a la misma reaccion de PCR, para evitar que la variabilidad
atribuida a esta técnica afecte a las cantidades relativas que pretendemos determinar. El
numero de copias de cada especie que obtenemos por este método, es traducido a
porcentajes dentro de la progenie de cada infeccion doble.El valor final para cada muestra

es la media aritmética de tres experimentos de cuantificacion.

34 PLASMIDOS UTILIZADOS EN LOS PATRONES DE LA PCR
CUANTITATIVA

Para realizar el clonaje molecular, se utilizé el equipo comercial TA Cloning®
(Invitrogen), cuyo principio se basa en el hecho de que durante el proceso de amplificacion
por PCR, la enzima Taq polimerasa incorpora desoxiadenosinas adicionales en el extremo
3’. Estos extremos son utilizados para insertar el producto de PCR en un vector linearizado
que contiene residuos de desoxitimidina en los extremos 3’.

Se prepararon 12 insertos diferentes, uno para cada especie a cuantificar. Los nombramos
con dos letras que indican la especificidad de hibridacion de sus extremos con los

iniciadores especificos. Por ejemplo, el inserto B-D, consiste en una secuencia
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recombinante, cuyo extremo 5’ hibrida con el iniciador especifico de B, y el extremo 3’
hibrida con el iniciador D.
Se construyeron plasmidos con cada uno de los siguientes insertos: B-B, D-D, F-F, R-R,

B-D, D-B, B-F, F-B, D-F, F-D, L-R, R-L.

3.4.1 Preparacion del inserto y ligacion.

El fragmento de ADN que se utiliza para la insercion en el plasmido, procede de una
amplificacion de una muestra, con los iniciadores especificos descritos en el apartado
3.3.2. La ligacién con el vector pPCR®2.1, de 3,9 Kb, tuvo lugar en una proporcion molar
1:2 vector :inserto. La reaccion de ligacion se llevo a cabo con 4 unidades de enzima T4

ligasa a 14°C durante toda la noche.

3.4.2 Transformacién de bacterias competentes.

Para la transformacion en bacterias competentes se anadieron 2ul de B-mercaptoetanol a
cada vial de células E.coli (INaF’). Tras mezclar cuidadosamente (sin pipetear) la mezcla
de reaccion, se anadio 1l de mezcla de ligacion y se incub6 durante 30 minutos en hielo.
Posteriormente las bacterias se sometieron a un choque térmico de 45 segundos a 42°C, y 2
minutos en hielo, tras lo cual se afiaden 250 pl de medio SOC (Bactotriptona 2%, extracto
de levadura 0.5%, NaCl 10 mM, KCI 2.5 mM, MgCl, 10 mM, MgSO, 10 mM, glucosa 20
mM) a las bacterias y se incuban durante una hora a 37°C, con agitacion a 225 r.p.m. Del
producto de la transformacion se extendieron 50 ul y 200 pl en placas de medio LB-agar
(extracto de levadura 2%, NaCl 1%, agar 1%, pH7.5) con ampicilina a una concentracion
de 50 pug/ml, para la seleccion de colonias resistentes a dicho antibiotico. Para la seleccion
de colonias recombinantes por color, se afiadié 1.6mg de 5-bromo-4-cloro-3-i-olil-B-D-
galactopiranosido (X-gal) (Boehringer Mannheim) (20 mg/ml en dimetilformamida). Las
placas se incubaron a 37°C durante toda la noche. Se pincharon las placas seleccionadas
(blancas) y se probo la presencia de inserto mediante una PCR especifica y una

electroforesis en agarosa al 1%.

3.4.3 Obtencion de ADN plasmidico a gran escala.
Las colonias cuyo analisis fue positivo en la deteccion del inserto, se cultivaron en medio

LB (extracto de levadura 2%, NaCl 1%, pH 7.5) con ampicilina (50 pl/ml), y se incubaron
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a 37°C durante unas 7-8 horas, al cabo de las cuales se pasa un indculo de 1 ml a 100 o 200
ml de medio LB con ampicilina en la concentracion anteriormente descrita y se incuba
toda la noche.

La extraccion del ADN plasmidico de este cultivo se realizdé con el equipo comercial
“WizardTM Maxipreps DNA purificacion Systems” (Promega) segun instrucciones del
fabricante. Y se resuspendio en TE pH 8. El ADN obtenido se cuantifico por

espectrofotometria, a 260nm.

3.5 AISLAMIENTO DE CLONES BIOLOGICOS RECOMBINANTES

Para aislar y caracterizar virus recombinantes, se obtuvieron clones bioloégicos por el
ensayo de plaqueo en MT4, descrito en el apartado 3.1.6. La monocapa de células se
infect6 con los sobrenadantes de las infecciones realizadas en medio liquido. Las placas se
pincharon y se resuspendieron en 100ul de medio de cultivo. A partir del cual se extrae el
ADN vy se somete a una PCR descrita en el apartado 3.3.1 para identificar los que son

recombinantes.

3.6 SECUENCIACION

La secuenciacion fue realizada con el equipo comercial “Big Dye™ Terminator Cycle
Sequencing v2.0” (Applied Biosystems, Perkin Elmer), que utiliza terminadores marcados
con 4 colorantes fluorescentes distintos. La reaccion de PCR comienza con un ciclo de
desnaturalizacion a 96°C durante 3 minutos, seguido de 25 ciclos de 96°C 30 segundos,
55°C 15 segundos, y 60°C durante 4 minutos. Los ddNTPs no incorporados a las cadenas
formadas durante la reaccion fueron eliminados mediante una precipitacion con MgCl,
/etanol. Los fragmentos obtenidos se analizaron en el secuenciador automatico ABI

PRISM™ 377 DNA Sequencer (Applied Biosystems, Perkin-Elmer).

3.6.1 Secuencias utilizadas para el estudio de los clones bioldgicos recombinantes.

En este estudio se secuenciaron dos fragmentos del genoma viral:

1. - Desde el nt 2102 al 2714 (de LAI), que comprende la primera mitad de la RT
incluyendo un pequefio fragmento del final de la proteasa.

2. - Desde el nt5850 hasta el 6648 que incluye el final del péptido senal, C1, V1, V2 y C2.

Estos fragmentos, se amplificaron con los siguientes iniciadores:
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47RU (5’-AGTAGGACCTACACCT-3’ nt 2060 to 2075)

20RD (5’-ACAGTCCAGCTGTCTTTTTCTGGC-3’ nt 2866 to 2892)

48EU (5’-TAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGC-3’ nt 5778 to 5800)

115ED (5’-GTTTTATTCTGCATGGGAGGGTGAT-3’ nt 7040 to 7064)

Para la secuenciacion, se utilizo6 el primer 99EU (5’-AGAGCAGAAGACAGTGGC-3’, nt
5782 to 5800) en env, y el 47RU en pol.

3.7 ANALISIS DE SECUENCIAS

Las secuencias nucleotidicas fueron editadas, compiladas y traducidas utilizando el
programa Lasergene for Windows (Dnastar Inc, Madison, Wis).

Los alineamientos multiples de secuencias nucleotidicas se realizaron con el programa
CLUSTALW version 1.7 (Thompson y cols., 1994) siendo posteriormente editados y
corregidos manualmente para asegurar que la fase de lectura fuera correcta. Toda aquella
posicion en la que no existe informacién completa para el conjunto de secuencias que
forman el alineamiento (“gaps”) se excluy6 de todos los analisis filogenéticos posteriores.
Las secuencias nucleotidicas de los aislados de referencia fueron obtenidos en la base de

datos de Los Alamos (http://hiv-web.lanl.gov).

3.8 ANALISIS FILOGENETICO

Los analisis filogenéticos se realizaron utilizando el paquete de programas MEGA-2
(Kumar y cols., 1994) (Kumar y cols., 2001). Las matrices de distancias se calcularon
mediante el modelo de dos parametros de Kimura. Estas matrices sirvieron de base para la
construccion de los arboles filogenéticos mediante el método del vecino mas proximo
(“neighbor-joining”., NJ) (programa NEIGHBOR).

La robusted estadistica de los arboles generados se prob6é mediante un remuestreo de 1000
réplicas (“bootstrap”). Finalmente,los arboles filogenéticos generados fueron editados con

el programa TREEVIEW version 1.5.2 (Page, 1996).

3.9 ANALISIS DE RECOMBINACION
Los andlisis de recombinacion genética entre las secuencias nucleotidicas de los clones
bioldgicos, se llevaron a cabo con el programa SIMPLOT version 2.4 (Ray, 1999).

Brevemente, a partir del alineamiento de secuencias, el programa calcula el porcentaje de
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identidad en cada posicion entre la secuencia problema y el resto de las secuencias (o
grupos de secuencias) con las que deseamos realizar la comparacion. Para ello, una
ventana deslizante se desplaza a lo largo del alineamiento en distintos pasos, calculando el
grado de similitud entre las secuencias nucleotidicas en cada paso. En todos los analisis se
utilizé una ventana de 200 nucledtidos y un paso de ventana de 20 nucledtidos. Para cada
fragmento (ventana) se analizan las relaciones filogenéticas entre las secuencias
estudiadas, por remuestreo de 1000 réplicas (“bootstrap”). En el caso de existir evidencias
de recombinaciones multiples (secuencias mosaico), el programa nos permite identificar
los sitios filogenéticamente informativos (Robertson y cols., 1995b) (Robertson y cols.,
1995a) .

3.10 MUTAGENESIS
Para la construccion de los plasmidos utilizados en el ensayo de complementacion se
partido de dos construcciones realizadas en nuestro laboratorio (Olivares y cols., 1997),
denominadas pFc, y pFAM4, que contienen todo el genoma de VIH, dividido en dos
partes: pFAM4 contiene la secuencia comprendida entre la LTR 5° y un sitio RI en vpr. El
segundo, pFc contiene el fragmento entre este sitio RI y la LTR3’.
Utilizamos el pFAM4 para realizar dos deleciones diferentes, por mutagénesis dirigida,
dando lugar a dos plasmidos que denominamos Ap6 y Ap24. Para ello, se usé el equipo
comercial “QuickChange site-directed mutagenesis kit”, segin instrucciones, y los
iniciadores que se citan a continuacion:
Ap6-314GU: 5°-CCTCAGAACAGACTAGAGCCACCTTCAGCTTCCCTCAAATCACTC-3
Ap6-315GD: 5’-GAGTGATTTGAGGGAAGCTGAAGGTGGCTCTAGTCTGTTCTGAGG-3
Ap24-287G: 5°-CCGGTTCTATAAGACTCTGCATGCCGAGCAAGCTTCACAGGAGG-3
Ap24-288GU: 5’-CCTCCTGTGAAGCTTGCTCGGCATGCAGAGTCTTATAGAACCGG-3’
Los iniciadores 314 y 315 se usaron para producir una delecion directa de 99 nucleétidos
en la proteina p6 de VIH en el pFAM4.
La delecion en la proteina p24, se consiguid con los iniciadores 287 y 288, que introducen
4 mutaciones puntuales en los aminoacidos 49 a 52 de p24, para constituir un sitio Sphl.
Tras la digestion con Sphl, obtuvimos una delecion de 258 nucledtidos que incluye todos
los sitios implicados en la funcionalidad de esta proteina.

Todos estos cambios se confirmaron secuenciando y analizando los productos resultantes.
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3.11. Transfecciones

Se llevaron a cabo co-transfecciones conjuntas de los plasmidos pFAM4 (y sus variantes
delecionados) y pFc digeridos con EcoRlI, los cuales son capaces de unirse entre ellos por
medio de una ligacion in vivo, constituyendo un genoma completo del virus dentro de la
célula.

Se transfectaron 10 ul de ADN purificado de cada plasmido en 4 x 10° células Cos-1, por
electroporacion a 975 uF y 250 V en un equipo “gene pulser” Bio-Rad.

Se hicieron las siguientes transfecciones en paralelo:

1.-10 Wl pPFAM4 + 10 pl pFe

2.- 10 pl Ap24- pFAM4 + 10 pul pFe

3.-10 pl Ap6-pFAM4 + 10 pl pFe

4.- 10 pl Ap24- pFAM4 + 10 ul Ap6-pFAM4 + 10 pl pFc

5.- 10 ul Ap24- pFAM4 + 10 ul Ap6-pFAM4 + 10 pl pFe

Control negativo: sin ADN

Los dias 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 se recogio el sobrenadante, se centrifugd a 2500 r.p.m. para
retirar restos celulares, y se ultracentrifugd a 35000 r.p.m. durante 2 horas y 20 minutos.

El sedimento se tratd con DNAsa RQI1, libre de RNAsas durante 30 min a 37°C para
eliminar restos de ADN plasmidico. Después se resuspendié en ImL de medio de cultivo,
que fue usado para infectar una monocapa de células MT4.

Las placas se pincharon con micropipeta y se resuspendieron en 100 ul de medio. Se
realiz6 una extraccion de ADN a partir de esta suspension, el cual fue sometido a un
andlisis por PCR, con los siguientes iniciadores:

302GU 5’-CAGCATTATCAGAAGGAGCCA

14RD 5’-CTATAGATTAGGGACCACAGAGT

303GU 5’--GGGACATCAAGCAGCCATGCAA

147RD 5’-AGAAGACAGTTACCGGTAACAAATTG
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Resultados

4.1 PUESTA A PUNTO DE LAS TECNICAS UTILIZADAS EN EL ESTUDIO DE
LA RECOMBINACION IN VITRO.

Para abordar el estudio de la recombinacion in vitro, fue necesario poner a punto un
sistema experimental que nos permitiera obtener, detectar y diferenciar los virus
recombinantes dentro de una poblacion viral.

Las poblaciones virales analizadas se obtuvieron a partir de una serie de cultivos celulares
infectados simultdneamente con dos virus diferentes. El andlisis se realizd sobre los
sobrenadantes recogidos a distintos tiempos a lo largo del cultivo. Los procedimientos
utilizados se detallan en el apartado 3.1.3.4 de Materiales y Métodos, y se esquematizan en
las figuras 4.1 y 4.5.

La deteccion de los virus recombinantes se llevdo a cabo mediante la utilizacion de
iniciadores especificos para cada virus, en reacciones de PCR realizadas sobre el ADN
proviral procedente de las células infectadas. Esta método, descrito anteriormente por
Kuwata y cols., es la base de la técnica de cuantificacion utilizada este estudio.

Sin embargo, para la identificacion de clones bioldgicos, se ide6 un sistema de iniciadores

inespecifico que podia identificar los clones recombinantes en una sola reaccion de PCR.
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4.1.1 Aislamiento e identificacion de clones biolégicos recombinantes.

Una vez realizada la infeccion doble de las células con dos virus parentales, se recogieron
los sobrenadantes, que fueron utilizados para infectar una monocapa de células MT4 segiin
la técnica de plaqueo descrita en Materiales y Métodos. Las placas de infeccion que se
generaron en la monocapa, fueron pinchadas, se extrajo su ADN y se identificaron los
clones biologicos (Fig. 4.1). Para ello se utilizan dos pares de iniciadores que dan lugar a
dos fragmentos de diferente tamafio para cada virus, los cuales pueden resolverse en geles
de agarosa (TAE) al 0,9%.

Por ejemplo, en el caso de LAI y UG24, los inicidadores 117 y 118 amplifican un
fragmento en la region gag de 152 0 117 nucledtidos segiin proceda del virus LAI o del
UG24. Los iniciadores 114 y 115 de la region env, producen un fragmento de 176
nucledtidos en el caso de LAI y de 167 para UG24. De esta manera, podemos distinguir la
naturaleza parental o recombinante de cada clon aislado, segliin aparece en el esquema de

la figura 4.2.

B D cel cel cel cel
N K

SOv b

—>» D5 —>» D7 —>» DIl —>» DI5

v v v v

Sobrenadantes

\ \/ \/ \
- OGO
DNA DNA

Fig. 4.1. Esquema del protocolo utilizado en el seguimiento de las infecciones dobles realizadas para el
estudio de la recombinacion in vitro. Los virus, que se representan con las letras B y D, infectan
células MT4 en medio liquido. Se afiaden células frescas cuando el efecto citopatico lo requiere, y se
recogen sobrenadantes varios dias a lo largo del cultivo. Estos sobrenadantes se utilizan para infectar
una monocapa de células MT4. Las placas que aparecen se pinchan, se extrae el ADN y se someten a la
prueba de identificacion de clones biologicos.
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Fig. 4.2. Esquema de los iniciadores empleados para identificar clones bioldgicos recombinantes.

A) Las lineas horizontales representan el ADN proviral de los virus LAI (subtipo B), y UG24(subtipo D). Los
rectangulos verdes representan los fragmentos amplificados pertenecientes al virus LAI, y los rectangulos rosa
corresponden al virus del subtipo D..

B) Representacion grafica de la posicion que ocupan en un gel los distintos fragmentos amplificados con estos primers,
segun su procedencia: parental del subtipo B 0 D, o recombinantes: BD o DB. Los recombinantes BD son aquellos cuyo
fragmento gag pertenece al subtipo B y el fragmento env al subtipo D, y viceversa para los recombinantes DB.
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4.1.2 Deteccion y cuantificacion de las diferentes especies gendmicas provirales

presentes en la progenie resultante de una doble infeccion.

Con la finalidad de detectar la presencia de formas recombinantes provirales directamente
sobre el sedimento celular resultante de una doble infeccion, sin la necesidad de analizar
un gran namero de clones, se disefiaron una serie de iniciadores especificos de cada virus
parental.

Estos iniciadores hibridan en dos zonas del gen env, distantes entre si unos 2500
nucledtidos aproximadamente. La combinacion cruzada de los iniciadores es especifica de
cada una de las dos posibles formas recombinantes.

Se disefid un conjunto de cuatro iniciadores, para analizar cada una de las infecciones
dobles (ver Materiales y Métodos). A continuacidon se relacionan los que se usaron en cada
una de ellas:

1.-Coinfeccion LAI (subtipo B) + 92UG24 (subtipo D):

BB:137-139, DD:155-154, BD:137-154, DB:155-139

2.-Coinfeccion LAI (subtipo B) + 93BR20 (subtipo F)

BB:137-143, FF:141-142, BF:137-142, FB:141-143

3.- Coinfeccion 92UG24 (subtipoD) + 93BR20 (subtipo F)

DD:155-154, FF:146-142, DF:155-142, FD:146-154

4.- Coinfeccion LAI (subtipo B) + RF (subtipo B)

LL:137-143, RR:273-274, L-R:137-274, R-L:273-143

Estos iniciadores, y las condiciones en que se utilizan se describen en Materiales y
métodos. La prueba de su especificidad para la deteccion de las diferentes especies
genOmicas aparece en la figura 4.3.

En todos los casos, ademas de comprobar su especificidad, amplificando exclusivamente el
virus correspondiente; se prueba también que la reaccion de PCR no introduce artefactos
recombinantes. Para ello, se somete una mezcla de dos ADNs parentales (R+F, por
ejemplo) a una amplificacion con dos iniciadores de distinta especificidad (especifico de
RF el iniciador de polaridad positiva, y especifico de LAI el de polaridad negativa, por
ejemplo). Esta amplificacion puede ser positiva sobre el ADN procedente de las
infecciones dobles (B/D, B/F, D/F y R/L) si en ellos hay algun provirus recombinante,

pero siempre es negativa en las mezclas de ADNs parentales.
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La aplicacion de esta técnica al andlisis del ADN del sedimento celular del dia 22 de cada
cultivo, permitié detectar la presencia de las cuatro especies gendmicas (dos formas
parentales y dos formas recombinantes) en la progenie de las cuatro infecciones, aunque

la proporcidn en algun caso es muy baja.

b d d d b d d b b f f f b f f b
>+ > >+ > <+ > > > >
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Fig. 4.3. Especificidad de los iniciadores empleados en las cuatro infecciones dobles realizadas: en a) la
de los virus pertenecienters a los subtipos B y D (B/D), en b) la infeccion intersubtipo B/F, en c¢) la
infeccion intersubtipo D/F y en d) la infeccion intrasubtipo R/L. Los tres primeros canales de cada gel son
el producto de una amplificacion con los iniciadores especificos del primer parental, y las tres siguientes
con los iniciadores del segundo parental.. Los cuatro canales de la parte derecha del gel contienen
amplificaciones con los iniciadores especificos cruzados, destinadas a detectar la presencia de las especies
recombinantes.

Las letras localizadas sobre cada calle del gel, representan el contenido proviral del ADN: asi una letra
unica significa un virus parental; y utilizamos dos letras consecutivas, como BD para referirnos al ADN
resultante de una doble infeccion con B y D. Las reacciones de las calles B+D llevan una mezcla de los
ADNs de los virus By D al 50%. La ausencia de amplificacion en estas dos reacciones confirma la no
existencia de artefactos recombinantes procedentes de la reaccion de PCR. Las flechas identifican los
iniciadores utilizados.
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4.1.3 Cuantificacion de formas recombinantes por PCR.

Para cuantificar las formas parentales y recombinantes que éramos capaces de detectar y
diferenciar gracias a la PCR especifica antes descrita, se transform6 la misma en una
técnica cuantitativa introduciendo un patrén externo para cada una de las cuatro formas
diferenciadas. Estos patrones consisten en plasmidos que contienen insertado el fragmento
de secuencia que en cada caso se va a amplificar. Asi, en el caso de la coinfeccion BF, se
construyeron cuatro plasmidos. El plasmido BB (pBB) lleva insertado un fragmento de
2500 pb de longitud, correspondiente al virus parental B. El pFF lleva insertada la
secuencia del virus F. Los plasmidos pBF y pFB, llevan una secuencia recombinante
clonada entre todas las que pueden existir en la progenie proviral. Todas las secuencias
recombinantes, tienen en comun la hibridacion con un iniciador B y otro F,
independientemente del punto o puntos de recombinacidén que contenga en su interior.

En cada experimento de cuantificacion, se realizé la amplificacion de las cuatro especies
gendmicas al mismo tiempo para evitar variaciones inherentes a la técnica de PCR.
Ademas, se utilizé la misma dilucion de ADN para las cuatro determinaciones. Cada
patrén consiste en seis diluciones seriadas del plasmido correspondiente, y precede a
cuatro diluciones de la muestra problema. Estas 10 reacciones acompafiadas de un control
negativo sin ADN, llevan la misma mezcla de reaccion, con los iniciadores que
corresponda. Un gel de agarosa con el resultado de la amplificacion de uno de estos
experimentos puede verse en la figura 4.4.

Con la densidad optica de las bandas que corresponden a las diluciones de los plasmidos,
realizamos una regresion lineal que nos permite extrapolar la cantidad de copias provirales
presentes en el ADN original de la muestra a partir de la densidad optica de las bandas
obtenidas tras la amplificacion. En la figura 4.5 puede verse un ejemplo del calculo del
nimero de copias del virus parental en una muestra, a partir de los valores de densidad
optica, con la ayuda del programa estadistico PRISMA.

La linealidad de la relacion densidad dptica frente a nimero de copias originales queda
garantizada por la utilizacion de las diluciones mas cercanas a la dilucion limite de ADN
para la amplificacion. En la tabla 1 del anexo pueden verse los valores obtenidos en todos
los experimentos de cuantificacion realizados, y la tabla 2 recoge los valores de r* y P
correspondientes a las rectas de regresion de los patrones de amplificacion. Normalmente

obtenemos dos o tres valores de nimero de copias a partir de cada muestra, uno por cada
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diluciéon con amplificacidon positiva (puede haber alguna dilucion inferior a la dilucion
limite que no da una amplificacion registrable). Se calculd siempre el promedio de los
valores calculados para cada dilucion.

Para cada muestra de ADN, se repitieron 3 experimentos como este. El resultado de la

cuantificacion se recogié como la media aritmética de los tres experimentos.

1,
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Fig. 4.4. Resultado de un experimento de cuantificacion llevada a cabo sobre el
sobrenadante del dia 8 de la infeccion LAI/RF. Las letras representan los iniciadores
utilizados: 1 = especifico de LAI, y r = especifico de RF. Cada grupo de 10 reacciones
contiene 6 diluciones del plasmido empleado como patron externo, seguido de 4 diluciones
del ADN de la muestra problema.
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Fig. 4.5. Representacion grafica de la relacion densidad ptica del producto de amplificacion de las
distintas diluciones de plasmido que constituyen los patrones externos frente al nimero de copias de
plasmido originales, en un experimento de cuantificacion. En la parte inferior de cada representacion
aparecen los valores 12 y P de la regresion lineal. A) Patron LAI B) Patron de RF. C) Patron de
amplificacion de la especie gendmica recombinante LR. D) Patron de los recombinantes RL, es decir
con su extremo 5’ perteneciente a RF y su extremo 3’ de LAL
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4.2. ESTUDIO CUALITATIVO DE LAS VARIABLES QUE CONDICIONAN LA
RECOMBINACION IN VITRO.

Este trabajo se inicid con una serie de experimentos que trataron de estimar la influencia
que podian ejercer algunas variables sobre la recombinacion.

Era necesario someter nuestros cultivos a unas condiciones que posibilitaran el proceso de
la recombinacion en una medida que nos permitiera detectarla. Por este motivo, se
probaron unas multiplicidades de infeccion lo suficientemente altas para que favorecieran
la coinfeccion de las células; ademas, se siguieron los cultivos durante un periodo de
tiempo que nos permitiera comprobar su influencia en el proceso, y se probaron, ademas,
varias distancias filogenéticas entre los virus que participaban en las coinfecciones.

Se realizaron una serie de coinfecciones variando la multiplicidad de infeccion que fue 1y
0.1, y los virus utilizados, que fueron RF (subtipo B), LAI (subtipo B), y UG24 (subtipo
D). La progenie viral resultante se analizo por plaqueo de los sobrenadantes obtenidos en
cada una las coinfecciones. Las placas resultantes, una vez pinchadas y extraido su ADN,
fueron identificadas como recombinantes o parentales, a través de la prueba de

identificacion de clones bioldgicos descrita en el apartado 4.1.1.

4.2.1. Caracterizacion biologica de las cepas utilizadas en las infecciones
dobles.
Dado que la recombinacion requiere la coinfeccion de una célula por dos virus, antes de
llevar a cabo las infecciones dobles, realizamos una caracterizacion biologica de las cepas
para seleccionar aquellas con caracteristicas similares. Con ello pretendemos minimizar la
posibilidad de que la eficacia en la infeccion por ambos virus sea muy diferente. Si la
eficacia de un virus fuera muy superior a la del otro, la probabilidad de coinfeccion de una
célula por dos virus diferentes, disminuiria considerablemente.
Asi, todos los virus utilizados pertenecen al fenotipo inductor de sincitios, tienen titulos del
mismo orden, y utilizan mayoritariamente el correceptor CXCR4. En la tabla 4.3, pueden
verse las caracteristicas de todos los virus utilizados.
En cuanto a los correceptores principales utilizados por los virus, en la tabla aparecen los
que han sido descritos (los virus pueden utilizar algiin correceptor minoritario alin sin

describir). En este sentido, las cepas RF, SF y BR20, que también pueden usar el receptor
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CCRS5, no lo hacen en nuestros cultivos ya que las células MT4 no lo expresan.

Consecuentemente, en nuestro sistema los virus a competir por el mismo correceptor.

Tabla 4.1. Caracteristicas bioldgicas de las cepas virales utilizadas en la infecciones dobles.

VIRUS Subtipo Biotipo® Correceptores” TCID50/ml p.fu./ml
LAI B SI—X4 CXCR4 1,8x10° 1,8x10°
RF B SI—R5X4 | CXCR4-CCR5 1,8x10°
SF2 B SI—R5X4 | CXCR4-CCR5 5,6x10°

92UG24 D SI CXCR4,CCR8* 4.2x10° 1,75x10°

,V28* CCR3

93BR20 F SI—R5X4 | CXCR4-CCR5 5,6x10° 8x10*

92UG29 A SI—X4 CXCR4 7,4x10" 10°

& SI:inductor de sincitios, X4:que usa el correceptor CXCR4, R5:que usa el correceptor CCRS.
® La ausencia de otros correceptores en la tabla solo significa que no han sido probados. *indica que la
utilizacion del correceptor se probd por ensayos de fusion , no por infeccion de virus.

4.2.2. Influencia de la multiplicidad de infeccion.

Se realizaron dos infecciones dobles en paralelo con los mismos virus a dos
multiplicidades de infeccion diferentes: por un lado los virus LAl y RF, y por otro la
combinacion LAI mas UG24. La que se hizo a mayor m.d.i. dio origen a un mayor nimero
de placas con genomas recombinantes que la de menor m.d.i, en los dos casos probados.
Los resultados obtenidos pueden verse en la tabla 4.2.

La diferencia en n° de placas, no resultod proporcional a la diferencia en m.d.i.

Elegimos en consecuencia, la multiplicidad 0.1 para nuestros experimentos posteriores, ya
que proporcionaba unos porcentajes de recombinacion aceptables. Una multiplicidad de
infeccion muy alta podria implicar una saturacion del proceso, es decir llegar a un
porcentaje de poblacion recombinante maxima debido a las limitaciones del sistema de

deteccion (ver discusion).

Tabla 4.2 Influencia de la multiplicidad de infeccion en la proporcién de
recombinacion.

Coinfeccion | m.d.i. | Dia Ne N°  placas|N° recom-|% recom- | Tipo recom-
post [total |parentales |binantes binacion binantes
infecc | placas

LAI+RF 1 12 16 12RF 4 25 3LR, IRL

LAI+RF 0.1 12 16 14RF 2 12,5 1LR, IRL

LAI+UG24 |1 15 12 9B, 2 16 1BD, 1DB

LAI+UG24 |0.1 22 91 76B, 2D 10 11 3BD, 7DB
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4.2.3. Variaciones del nivel de recombinacién con el tiempo.

La proporcion de recombinantes en la progenie de una infeccion doble, aumenta con el
tiempo del cultivo.

Se llevaron a cabo una serie de plaqueos con los sobrenadantes recogidos a lo largo del
seguimiento de las coinfecciones. La mayor parte de ellas requeria un tiempo minimo y la
adiccion de células frescas, para detectar algun indicio de recombinacion.

En la tabla 4.3, se reflejan los resultados de un cultivo infectado con LAI y UG24, en el
que no se detectd ninguna placa recombinante hasta el dia 15 post-infeccion, tras afadir
células los dias 7y 11.

Tabla 4.3. Influencia del tiempo en la proporcion de recombinacién.

Coinfeccion |m.d.i |Dia [N° N°  placas [N° recom-|% recom- | Tipo recom-
post [total |parentales |binantes binacion binantes
infecc |placas

LAI+UG24 |1 3 11 0B, 11D 0 0

1 5 11 1B, 10D 0 0
1 7 5 2B, 3D 0 0
1 11 15 15B 0 0
1 15 12 9B, 2 16 1BD, 1DB

4.2.4. La distancia genética y su influencia en la frecuencia de recombinacion.
El “salto” o transferencia de hebra entre los dos ARNs de un virién que se requiere para
que se produzca un evento de recombinacion, parece estar condicionado por la homologia
de secuencia entre ellas. Esto implicaria frecuencias de recombinacion mayores entre virus
filogenéticamente mas cercanos.
Para ello realizamos un experimento en el que comparamos la aparicion de recombinantes
en distintas combinaciones de los virus: LAI, RF, SF y UG24.
Comprobamos en una primera aproximacion, que a la misma m.d.i. en las infecciones
intersubtipo (LAI mas UG24 que pertenecen a los subtipos B y D respectivamente)
aparecieron menores proporciones de placas recombinantes que en las infecciones
realizadas con dos virus pertenecientes al mismo subtipo (LAI, RF y SF pertenecen al
subtipo B).

En la tabla 4.4 se muestran los resultados de estos experimentos.
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Tabla 4.4. Influencia de la distancia genética en la recombinacion

Coinfeccion |m.d.i. | Dia Ne N° placas|N° recom-|% recom- | Tipo recom-
post [total |parentales |binantes binacion binantes
infecc | placas

LAI+RF 1 12 16 12RF 4 25 3LR, 1IRL

LAI+UG24 |1 15 12 9B, 2 16,7 1BD, 1DB

Coinfeccion |m.d.i. | Dia Ne N°  placas|N° recom-|% recom- | Tipo recom-
post [total |parentales |binantes binacion binantes
infecc | placas

LAI+SF 0.1 12 16 11LAI 3 18,8 3SL

LAI+RF 0.1 12 16 14RF 12,5 1LR, 1IRL

LAI+UG24 |0.1 22 91 76B, 2D 10 11 3BD, 7DB

En la mayoria de los casos pudimos aislar recombinantes de dos tipos: aquellos que
presentan un gen gag que corresponde al primer virus parental, y un gen env del segundo,
y viceversa (ej: L-R y R-L).

Los cultivos de estos clones recombinantes, en células MT4, revelaron caracteristicas
fenotipitas diferentes, es decir, que no son el mismo virus recombinante sino que parecen
tener una naturaleza gendmica diferente que sera consecuencia de diferentes eventos de

recombinacion. (Datos no mostrados).
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4. 3 ESTUDIO CUANTITATIVO DE LA RECOMBINACION EN EL VIRUS VIH-
1.

Se realizaron siete infecciones dobles, una intrasubtipo B (LAI+RF) y seis intersubtipo:
A+B, A+D, A+F, B+D, B+F y D+F.

Las infecciones se realizaron sobre células MT4, en medio liquido, mezclando previamente
las semillas virales al 50%. Tras un tiempo de adsorcion, se lavaron las células, y se
siguieron los cultivos durante 22 dias, afiadiendo células cada 3 0 4 dias, segun se explica

en Materiales y Métodos, y como se representa en la figura [V.6.

cel cel cel cel cel
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d.p.i Dpo D5 D9 D13 D16 D19 D22

Sobrenadantes ¢ ¢ ¢ ¢ ‘L ¢
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l

PCR CUANTITATIVA

Fig. 4.6. Esquema del protocolo utilizado para el seguimiento de las infecciones dobles. Una
vez infectadas las células, se recoge sobrenadante los dias 5, 9, 13, 16 y 19; inmediatamente
después se afiade a los cultivos células y medio frescos. La cuantificacion de las distintas
especies virales se hizo sobre el ADN proviral resultante de la infeccion de células frescas con
los sobrenadantes del cultivo.

Para cuantificar los recombinantes presentes en los sobrenadantes recogidos, quisimos

adaptar la técnica de deteccion descrita en el apartado 4.1.3 a una reacciéon RT-PCR, pero
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esta técnica producia artefactos que impidieron su utilizacion. La enzima RT utilizada en
esta reaccion genera formas recombinantes a partir de una mezcla de dos virus parentales
(este aspecto se comenta ampliamente en el apartado 5). Para evitar esa posibilidad la
opcion elegida fue llevar a cabo una una infeccion de células frescas con estos
sobrenadantes, que se recogieron 20 a 24 horas después (ver Materiales y Métodos) para
permitir que tuviese lugar la transcripcion inversa de los viriones presentes en el
sobrenadante, sin que llegase a producirse un ciclo de replicaciéon nuevo, ya que a las 24
horas se estima que se ha alcanzado un maximo en la cantidad de ADN virico en el nticleo
celular(Reddy y Yin, 1999). La cuantificacion se realizo sobre el ADN proviral presente en

las células de estas infecciones.

4.3.1 Relacion entre la distancia genética que separa los virus parentales y la

proporcion de virus recombinantes que aparecen en el cultivo.

Para comprobar los resultados obtenidos en el apartado 4.2.4, donde se encontraron
mayores frecuencias de recombinacion entre los virus filogenéticamente mas cercanos, se
llevé a cabo un andlisis cuantitativo de la proporcion de virus recombinantes en cuatro
infecciones dobles: tres de ellas entre subtipos diferentes (B+D, B+F, D+F) y una
intrasubtipo (LAI+RF), descritas en el apartado 3.1.5. Se eligieron los sobrenadantes del
dia 5 para minimizar la influencia de los factores selectivos sobre los recombinantes que

aparecen. Los resultados de las cuantificaciones realizadas se muestran en la tabla 4.5.

Tabla 4.5. Resultados de la cuantificacion de las 4 especies gendémicas presentes en los
sobrenadantes del dia 5.

B+D % (& B+F % |6 D+F % |6 LAI+RF % |5

B 73 18,14 |B 37 18,1 |[D 94 12,08 |LAI 53 (11,1
D 18 3,84 [F 60 |8,77 |F 5 3,3 |RF 36 12,2
Rec BD 5 3,38 |[Rec BF 2,4 12,54 | Rec DF 0,6 {0,8 |RecLR 10 12,0
Rec DB 3 3,1 Rec FB 0,2 10,21 |Rec FD 0 0,0 |RecRL 1 2.3
RecBD+DB | 8 Rec BF+FB | 2,6 Rec DF+FD | 0,6 Rec LR+RL | 11

La distancia genética entre los virus parentales se calculé mediante el alineamiento de las
secuencias del gen env en el programa informatico MEGA2. El resultado fue un 10,5%
entre Lai y RF, un 17,8% entre UG24 (D) y Lai (B), un 21% entre Lai y BR20(F), y un
21.9% entre UG24 y BR20.
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Cuando se represent6 la relacion entre estas dos variables se obtuvo la grafica que aparece

en la figura 4.7.
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Fig. 4.7. Representacion grafica de la relacion entre el porcentaje de genomas recombinantes que
aparece en la poblacion viral resultante de una infeccion doble, y la distancia genética que existe
entre los dos virus parentales. Los 4 valores representados son los que aparecen en la tabla 4.6, y que
corresponden a 3 infecciones intersubtipo y una intrasubtipo.

Las propociones de recombinantes obtenidas confirman los resultados de los experimentos
preliminares. Los porcentajes obtenidos guardan una relacion con las distancias genéticas
entre los virus parentales.

En la coinfecciéon D+F , podemos ver que el virus D constituye el 94% de la progenie, a
dia 5 post infeccion. La baja proporcion del virus F en el cultivo puede explicar por si
misma la falta de recombinantes, ya que disminuye de manera considerable la probabilidad

de que las células sean coinfectadas por un virus D y otro F.

Las infecciones realizadas con el subtipo A, que es el mas distante filogenéticamente, no
pudieron ser analizadas debido a que no pudimos poner a punto un buen sistema de
iniciadores especificos. Sin embargo, pudimos utilizar los sobrenadantes del dia 22 de las
infecciones A+B, A+D y A+F, para realizar un plaqueo. El analisis de las placas obtenidas
(23, 36 y 27 respectivamente) se realizd por el método de identificacion de placas descrito
en el apartado 4.1.1. y el resultado fue la ausencia de placas pertenecientes al subtipo A,
asi como de cualquier tipo de recombinante. Este resultado es similar al que obtenemos al
analizar el sobrenadante del dia 22 de la infeccion D+F, como puede verse en la tabla 4.6.

Dado que el subtipo A es el mas distante filogenéticamente de los subtipo usados en este
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estudio, estos resultados concuerdan con todos los obtenidos anteriormente, aunque no

puedan ser incluidos en el analisis cuantitativo.

4.3.2. Evolucidn de la proporcion de los virus recombinantes con el tiempo en dos
infecciones dobles.

Para estudiar la cinética de las cuatro especies genéticas que podemos cuantificar en un
cultivo, elegimos dos de las infecciones dobles realizadas, una intersubtipo (B+F) y otra
intrasubtipo (LAI+RF). Se realizo el analisis cuantitativo de todos los sobrenadantes
recogidos a lo largo de los cultivos.

Los valores obtenidos pueden verse en las tablas 4.6 y 4.7, y las figuras 4.8 y 4.9.

Tabla 4.6. Resultados de la cuantificacion de los sobrenadantes recogidos a lo largo del cultivo de la
infeccion LAI+RF (Intrasubtipo B)

LAI+RF D8 |& D17 |& D21 |3 Pendiente
L 17 6,7 |34 9,88 |9 5,55 | -1.366 +0.9776
R 76 13,6 |48 14,1 |68 4,46 | +0.2604 +1.014
Rec LR 6,4 16,21 |14 7,35 |18 8,75 +0.8513 £0.2224
Rec RL 1,3 10,72 |5 2,62 |5 2,43 +0.2658 £0.04426
Rec LR+RL |8 19 23 +1.113  £0.03375
Doble infeccién LAI/RF
1 —_
00 e LAl
- RF
75 .
4 ---- Recombinantes LR
o S --+—- Recombinantes RL
Sl ANY —— Total recombinan
\\\ _
~ - \
25 1 AN - \
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Dias post- infeccién

Fig. 4.8. Dinamica de la competicion que se establece entre las cuatro especies gendomicas
en la poblacion viral que resulta de la infeccion doble LAI/RF. Es el resultado del analisis
cuantitativo llevado a cabo con los sobrenadantes de los dias 8,17 y 22.

Tabla 4.7. Resultados de la cuantificacion en los sobrenadantes recogidos a lo largo del cultivo de la
infeccion B+F(Intersubtipo)
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B+F D5 |8 D9 |8 D16 |8 D19 |8 D22 |8 Pendiente
B 37 |8,10|61 |9,66 |58 16,30|57,5 |5,63(62,5 |5,51| +0.7369 +0.4129
F 60 |8,77 133 (737132 (9,29 (31 [5,69 (21 |6,08|-1.434 +0.4306
Rec BF 24 (25414 1,985 0,70 |5 1,21 {14 |6,31 | +0.4669 +0.1517
Rec FB 0,2 [0,21]1,6 {08 |5 40316,6 [569](2,6 |1,75]| +0.2493 +0.0912
Rec BF+FB | 2,6 5,6 10 12 17 +0.7161 +0.0750
Doble infeccién B/F
_a.B
—w--F
--=-- FB recombinants
-+- BF recombinants
—— Total recombinant
1
30

Dias post- infeccion

Fig. 4.9. Dinamica de la competicion que se establece entre las cuatro especies gendomicas en la
poblacion viral que resulta de la infeccion doble LAI/BR20, pertenecientes a los subtipos By F
respectivamente. Es el resultado del analisis cuantitativo llevado a cabo con los sobrenadantes

de los dias 5,9, 19y 22.

En ambos casos se produjo un aumento progresivo de la proporcion de genomas

recombinantes, a juzgar por las pendientes continuas de las lineas que representan la suma

de las dos formas recombinantes.

Los resultados obtenidos en estos dos estudios ponen de manifiesto una tendencia hacia la

imposicion de una de las formas recombinantes sobre una de las parentales.

La regresion lineal de los valores determinados, nos permiti6 el calculo de la pendiente que

corresponde a cada especie gendémica, que puede ser considereda como una medida de su

eficacia bioldgica. La pendiente correspondiente a las formas recombinantes (ver tablas 4.6

y 4.7) resultd siempre superior a la de una de las especies parentales. Incluso en el caso de
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la infeccion R/L, la pendiente obtenida para los recombinantes RL, fue superior a la de
cualquiera de los virus parentales.

Aunque en la coinfeccion B+D, no se ha realizado este estudio de la cinética de aparicion
de especies recombinantes, la comparacion de los valores obtenidos a partir de los
sobrenadantes de los dias 5 y 22, ponen de manifiesto el mismo fenémeno: la imposicion
de las formas recombinantes BD sobre el parental D.

Tabla 4.8. Variacion de la proporcion de recombinantes en la infeccion B/D entre el dia 5 y22.

B+D dia5 (% [B+D dia22 |%

B 73 |B 70
D 18 |D 7
Rec BD 5 |RecBD 20
Rec DB 3 Rec DB 2

RecBD+DB |8 Rec BD+DB |22

44. CONSECUENCIAS EVOLUTIVAS INTRODUCIDAS POR LA
RECOMBINACION EN UNA POBLACION FORMADA INICIALMENTE POR
DOS VIRUS DIFERENTES.

4.4.1 Competicién entre virus recombinantes y parentales.
La cuantificacion de las proporciones de las cuatro especies gendmicas en el sobrenadante
del dia 22 de las cuatro infecciones dobles, cuyos datos aparecen en la tabla 4.9, nos
permitié comprobar que la proporcion de recombinantes aumentd con el tiempo en tres de
los cuatro casos. En estas tres infecciones, los porcentajes de recombinacion aumentaron
respecto al dia 5, de un 11 a un 23% en la coinfeccion intrasubtipo, de un 8 al 22% en el
caso B/D, y de un 2,6 a un 17% en el cultivo B/F. Sin embargo, en las células infectadas
con el sobrenadante de la doble infeccion D/F, los genomas recombinantes fueron
practicamente indetectables, menos aun que a dia 5. Del mismo modo que en ese
sobrenadante, la proporcion del virus D era muy superior a la del subtipo F (94/5), a dia 22
esta relacion es ain mayor (98/2), disminuyendo mas la posibilidad de coinfeccion de una

célula, y por tanto de recombinacion.
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Tabla 4.9. Resultados de la cuantificacion de los sobrenadantes del dia 22.

B+D? % [* |B+F° % |8 |D+F° % |§ |LAI+RF® [% |5
B 70 B 62,5155|D 98 |1 |LAI 9 15,6
D 7 F 21 |6,1|F 2 10,6 |RF 68 4,5
Rec BD 20 Rec BF 14 16,3 |Rec DF 0 ]0,4|RecLR 18 |8,8
Rec DB 2 Rec FB 2,6 [1,8|Rec FD 0 [0,0|RecRL 5 |24
Rec BD+DB |22 Rec BF+FB | 17 Rec DF+FD [0 Rec LR+RL |23

a) Coinfeccion de Lai=B (subtipo B) y UG24=D (subtipo D)

b) Coinfeccion de Lai=B (subtipo B) y 93BR30=F (subtipo F)

c) Coinfeccion de UG24=D (subtipo D) y 93BR30=F (subtipo F)

d) Coinfeccién de Lai=L (subtipo B) y RF (subtipo B)

* La desviacién estandar de este resultado no pudo calcularse debido a que s6lo existia un dato

A la vista de los resultados obtenidos hasta este momento, podemos decir, que en una
infeccion in vitro de células MT4, el primer factor limitante de la recombinacién es la
probabilidad de coinfeccion de las células. Asi, en el sobrenadante del dia 22 del cultivo

D/F no encontramos recombinacion porque en los primeros ciclos, se impone fuertemente

un virus parental.

4.4.2. Estudio de los mecanismos responsables del aumento de la proporcién de virus
recombinantes con el tiempo. Seleccidn positiva de clones recombinantes 0 numerosos
eventos de recombinacion.

La comparacion de los resultados obtenidos en el andlisis cuantitativo de los sobrenadantes
de los dias 5 y 22 de las infeccione dobles, (tablas 4.5 y 4.9) nos llevo a preguntarnos si el
aumento de formas recombinantes seria progresivo como resultado de la suma de los
recombinantes creados en cada ciclo de replicacion o, por el contrario, si se producirian
expansiones clonales de algunos virus recombinantes con una eficacia bioldgica superior al
resto.

4.4.2.1. Andlisis filogenético de clones biologicos recombinantes aislados a partir del
dia9y 22.

Para estudiar la naturaleza del fendmeno de imposicion de virus recombinantes en la
progenie de las infecciones realizadas, se llevd a cabo un andlisis filogenético en dos
fragmentos de las zonas env y pol de genomas recombinantes clonados bioldgicamente. Se
utilizaron un total de 22 clones recombinantes aislados a partir de los sobrenadante de los
dias 9 y 22 de la doble infeccion B/D.

La identificacion de estos clones se realizé con la técnica descrita en el apartado 4.1.1. De

esta manera, se seleccionaron 7 clones recombinantes aislados a partir del sobrenadante del
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dia 9 de la coinfeccion B/D (entre un total de 202 placas, es decir un 4%), denominados :
9-16, 9-27, 9-41, 9-48, 9-65, 9-79, 9-138. Los 12 clones aislados a partir del sobrenadante
del dia 22 (entre 97 placas, un 14% del total), fueron llamados : 22-2, 22-8, 22-24, 22-28,
22-34,22-43,22-47, 22-63, 22-67, , 22-83, 22-87, y 22-90. Entre ellos se incluyeron 3 clones
identificados como parentales por este método, como control negativo de recombinacion,
que son: 9-77, (en el que los dos fragmentos amplificados pertenecen al subtipo D), 22-31
y 22-82 (que se identifican con el subtipo B).

Se secuenciaron dos fragmentos de 612 y 798 nt., que habian sido descritos como zonas
con alta frecuencia de recombinacion (Jetzt y cols., 2000) con la finalidad de encontrar el
maximo n° de puntos de recombinacion. Los fragmentos secuenciados son los siguientes:
1.- Desde el nucledtido 2102 al 2714 (en la numeracion de LAI), que comprende un
pequeiio fragmento del final de la proteasa, seguido de la primera mitad de la secuencia de
la Transcriptasa Inversa.

2.- Desde el nucleotido 5850 hasta el 6648 que incluye un fragmento del final del péptido
sefnal, seguido de varias zonas de la gp120 denominadas C1, V1, V2 y C2. Seglin se
describe en el apartado 3.6.1.

El alineamiento de las secuencias, nos permitid6 obtener los arboles filogenéticos que

aparecen en la figura 4.10 y 4.11.
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Fig. 4.10. Analisis filogenético de las secuencias nucleotidicas de un fragmento de 798 nucleédtidos de 1
region env, de 22 clones bioldgicos (19 recombinantes y 3 controles) hallados a partir de los sobrenadantes|
de los dias 9 y 22 de la coinfeccion B/D. El analisis se llevd a cabo como se describe en Materiales |
M¢étodos. En el alineamiento de secuencias se incluyeron las de los dos virus parentales con los que se
realiz6 la infeccion, que aparecen en negrita. Los niimeros en cursiva que aparecen en las ramas
representan los valores de remuestreo (“bootstrap™) y sélo estan indicados aquellos valores superiores all
80%. La barra de la escala representa un 10% de distancia genética. El asterisco representa los clones 22-2,
22-24,22-28,22-31, 22-34, 22-63, 22-67, 22-82, 22-83, 22-87, 22-90, 9-16, 9-48, 9-138
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0.01

Fig. 4.11. Analisis filogenético de las secuencias nucleotidicas de un fragmento de 612 nucle6tidos
de la region pol , de 22 clones biologicos recombinantes hallados a partir de los sobrenadantes de
los dias 9 y 22 de la coinfeccion B+D. El analisis se llevo a cabo como se decribe en materiales |
imétodos. En el alineamiento de secuencias se incluyeron las de los dos virus parentales con los que
se realizo la coinfeccion, que aparecen en negrita. Los numeros en cursiva que aparecen en las|
ramas representan los valores de remuestreo (“bootstrap") y sélo estan indicados aquellos valores
superiores al 80%. La barra de la escala representa un 1% de distancia genética.

En el arbol resultante del andlisis filogenético de las secuencias de env (Fig.4.10.), pueden
observarse valores de remuestreo del 100% debido a una gran distancia entre las
secuencias parentales (aproximadamente un 15%), asi como un claro agrupamiento de la
mayor parte de estas secuencias alrededor de las dos parentales. En cada uno de los dos

grupos podemos encontrar secuencias pertenecientes al dia 9 y al dia 22 que no parecen
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agrupadas entre si, de manera que no hay evidencia de ningtn clon del dia 9, que fuera el
origen de clones del dia 22.

Pueden verse, ademas, tres clones (9-27, 9-65 y 22-8) que se encuentran a diferentes
distancias dentro de la rama que conecta ambos subtipos, debido a que poseen un punto de
recombinacion dentro de la secuencia que ha sido analizada. Su separacion en el arbol
indica que son el fruto de eventos de recombinacion independientes.

En el arbol resultante del alineamiento de las secuencias que pertenecen al gen pol, se
puede apreciar una menor distancia genética entre las secuencias parentales (6,5%) y
menores valores de remuestreo, pero puede observarse una mayor diversidad entre la
mayor parte de los clones, y mayor dispersion entre ellos. Sin embargo, también podemos
ver dos grupos de secuencias: uno en torno a LAI (secuencias semejantes al parental) y un
segundo grupo constituido por 5 clones: 9.41, 22.8, 22.63, 22.82 y 22.90. Este
agrupamiento, podria ser el resultado de una expansioén de un clon inicial, que estaria muy
relacionado con el 9-41.

Por otro lado, hay 3 secuencias recombinantes independientes, con puntos de
recombinacion distintos, que son el 22.47, el 9.138 y el 9.77, y un dio constituido por los
clones 22-24 y 22-28.

Estos datos parecen apuntar a que dos procesos han intervenido en el aumento de
recombinantes en nuestros cultivos: multiples eventos de recombinacion independientes, y

la expansion clonal de uno de estos productos de recombinacion (9.41).

4.4.2.2. Andlisis de recombinacién de los clones bioldgicos.

Un estudio posterior, de las secuencias gracias al programa “Simplot”, permitio identificar
los puntos de recombinacion en estos clones. El andlisis fue realizado con una ventana de
200 nucledtidos, y un paso de ventana de 20 nt., y se utilizd como grupo externo la
secuencia nucleotidica del aislado 93BR20 que pertenece al subtipo F. El programa
informatico Simplot (descrito en el apartado 3.9) compara la similitud de la secuencia
problema con las secuencias de los virus parentales LAl y UG24. El programa genera un
arbol filogenético para cada uno de los fragmentos de 200 nucledtidos en cada paso (cada
20nt). A la vez, valora el significado estadistico de las asociaciones que se establecen en
cada fragmento por el remuestreo de 1000 réplicas (“bootstrap”) de las secuencias

analizadas.
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Se realiz6 el analisis de todos los clones bioldgicos aislados. En las figuras 4.12 a 4.14 se
muestra el resultado de alguno de los clones en los que se detectd algun punto de
recombinacion.

La figura 4.15 resume esquematicamente el resultado del analisis de recombinacion.
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Fig. 4.12. Analisis de recombinacion genética de la secuencia “env” del clon 9-27.

(a) Similitud genética a lo largo del gen pol entre la secuencia supuestamente recombinante y
las secuencias de los virus parentales. (b) Analisis por remuestreo de 1000 réplicas de las
relaciones filogenéticas que se establecen entre las secuencias analizadas en los fragmentos
generados en el analisis de similitud.
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Fig. 4.13. Analisis de recombinacion genética de la secuencia “pol” del clon 22-28.

(a) Similitud genética a lo largo del gen pol entre la secuencia supuestamente recombinante y las
secuencias de los virus parentales. (b) Andlisis por remuestreo de 1000 réplicas de las relaciones
filogenéticas que se establecen entre las secuencias analizadas en los fragmentos generados en el

analisis de similitud.
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Fig. 4.14. Analisis de recombinacion genética de la secuencia “env” del clon 9-65.

(a) Similitud genética a lo largo del gen pol entre la secuencia supuestamente recombinante y las
secuencias de los virus parentales. (b) Analisis por remuestreo de 1000 réplicas de las relaciones
filogenéticas que se establecen entre las secuencias analizadas en los fragmentos generados en el

analisis de similitud.
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Fig. 4.15. Analisis de clones recombinantes obtenidos de la infeccion B/D a dia 9 y 22. El analisis fue
realizado con la ayuda del programa Sim-Plot. Cada linea negra representa el genoma proviral de un
clon analizado. Las secuencias analizadas se representan por barras, y sus posiciones dentro del
genoma se sefialan en la parte superior de la figura. El color verde representa secuencias del virus B y
el gris rayado representa las secuencias del virus D. Los niimeros que aparecen a la izquierda son la
denominacién de cada clon, el primero de ellos (9 0 22) hace referencia al dia del seguimiento del
cultivo del que procede el clon. Las flechas indican la localizacion de los iniciadores utilizados en el
sistema de cuantificacion.
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El programa detectd 17 puntos de corte dentro de las secuencias analizadas. Estos 17
puntos se encontraron dentro de 10 clones, el resto, que son 12 clones, no presentaron
ninguno. De estos diez clones, 4 presentaron un solo punto de recombinacion, 5 de ellos

presentaron dos puntos, y uno (el 22-8) tiene 3.

Tabla 4.10. Clasificacién de los fragmentos analizados.

Secuencias POL | Secuencias ENV | Secuencias
totales

Dia9 2 parental B 2 parental B

5 parental D 3 parental D

1 Recombinante | 2 Recombinantes | 3 Recombtes
Dia 22 4 parental B 11 parental B

3 parental D 2 parental D

7 Recombinantes | 1 Recombinante 8 Recombtes
Secuencias 8 Recombtes 3 Recombtes 11 Recombtes
totales

Existen ademads, ocho clones en los que las dos secuencias estudiadas se identifican como
procedentes de cada uno de los dos virus parentales. Esto significa que en el fragmento
intermedio entre ellas, existe al menos otro punto de corte. Si este resultado lo sumamos al
anterior, encontramos un total de 25 puntos de corte en 17 clones (1,47puntos por clon),
siendo 11 clones los que presentan 1 punto, 4 de ellos 2, y dos tienen 3puntos.

Cuando afiadimos la informacion genética de otros fragmentos de estos clones (que nos
aporta la prueba de identificacion de clones recombinantes, descritas en materiales y
métodos) pudimos ver otros puntos de recombinacion indirectamente localizados entre las

secuencias identificadas como parentales-

Tabla 4.11. Puntos de corte entre secuencias parentales encontrados en los clones biolégicos .

Procedencia N° ptos recombinac | N° de puntos | Promedio de

de clones dentro de  los | recombinacién | puntos de
fragmentos totales recombinacion
secuenciados por clon

Dia 9 4 9 1,1

Dia 22 13 22 1.6

Totales 17 31 1,4

Hay una apreciable diferencia entre el numero de puntos de corte encontrados en cada una
de las secuencias: Los puntos de recombinacion identificados, son sélo tres en el

fragmento env, y 14 en el fragmento pol. Este resultado puede explicarse por la relacion
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entre distancia genética y frecuencia de recombinacion, ya que el fragmento secuenciado
en pol tiene un grado de similitud entre Lai y UG24, mucho mayor que el fragmento env.
La mayor parte de los puntos de corte en las secuencias se encuentran en distinta posicion,
aunque existen algunos comunes. Asi tenemos que los clones 9-41, 22-8, 22-63, 22-82, y
22-90, comparten un punto de recombinacion idéntico, y por esta razon aparecen
agrupados en el arbol filogenético. Lo cual apoya la hipotesis de una expansion del clon
9-41. Sin embargo, solo el 9-41 y el 22-82, comparten un 2° punto de corte. El resto tienen
una secuencia diferente. Es decir, aunque pueden ocurrir episodios de seleccion positiva de
determinados clones recombinantes dentro de la progenie, nuevos eventos de
recombinacion se van sumando en cada ciclo de replicacion (incluso dentro de los virus
recombinados). Ademas, aunque estos cinco clones estén relacionados filogenéticamente,
no es seguro que tengan un mismo origen, ya que su relacién podria explicarse por la
existencia de zonas ‘“calientes” para recombinacion.

Los datos indican un aumento de puntos de recombinacion por clon con el tiempo de 1,1
enel dia9,a 1,6 el dia 22. Como puede verse en la tabla 4.11, la proporcion de clones con
un solo punto de corte disminuye el dia 22 a favor de los que poseen mas de un corte,
indicando que los eventos de recombinacién son mas probables en un virus recombinante
que en uno parental. La explicacion puede estar de nuevo en el hecho de que existe mayor

similitud de secuencia entre un virus recombinante y uno parental que entre dos parentales.

Tabla 4.12. Proporcion de clones segun el n°® de puntos de recombinacion que

presentan.

Procedencia | Clones con 1| clones con 2 |clones con 3 | Clones con 4 | Clones con 5| Total clones
de clones pto de corte | ptos puntos puntos puntos recombinantes
Dia 9 78 % 0 % 12,5 % 0 % 0 % 88 %

Dia 22 57 % 14 % 14 % 7% 0% 93 %
Totales 73 % 9 % 13,6 % 4,5% 0 % 91 %
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45. ESTUDIO SOBRE LA NATURALEZA DIPLOIDE O PSEUDODIPLOIDE
DEL VIH-1.

El VIH-1 contiene en su virion dos copias de ARN gendémico completas. Se cree que sélo
se origina una copia de ADN proviral a partir de ellas, por lo que se considera que el VIH-
1 tiene una organizacion gendmica pseudodiploide (Hu y Temin, 1990b). Sin embargo, se
ha demostrado que cada una de estas hebras de ARN es suficiente para completar una
reaccion de transcripcion inversa y dar origen a una copia completa de ADN (Jones y cols.,
1994).

A lo largo de los multiples experimentos de aislamiento de clones bioldgicos por plaqueo,
llevados a cabo con los sobrenadantes de los cultivos realizados en la primera parte de este
estudio, encontramos una serie de placas de infeccion, que contenian dos genomas
provirales diferentes. En la Fig. 4.16 pueden verse algunas de estas placas que presentan
tres o cuatro bandas, frente a las que presentan dos, que corresponden a un solo genoma

proviral (ver también figura 4.2).

C-MT4
ox174

i ol o |
- l—.:h-i bt

Fig 4.16. Caracterizacion por doble PCR de clones biologicos aislados a partir de sobrenadantes de las
infecciones dobles B/D. La PCR amplifica una region del genoma en gag y otra en env que tienen distintos
tamafios para cada uno de los virus parentales (ver figura 4.2). En estos geles aparecen incluidas placas que
hemos llamado ‘“heterozigotas” por presentar dos genomas diferentes: las que identificamos con los
numeros 1 y 2 son placas que contienen los dos genomas parentales LAI+UG24, la nimero 3 contiene un
genoma LAI mas un recombinante BD (la secuencia de gag pertenece al subtipo B y la secuencia de env al
D). Las placas 4 y 5 tienen un genoma del parental B y un recombinante DB.
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Tres hipotesis pueden explicar la formacion de las placas que contienen dos provirus:

1.- Una célula puede ser infectada simultanamente por dos virus diferentes (co-infeccion),
cada uno de ellos origina una copia de ADN, integrandose los dos dentro de la célula.

2.- La mayor parte de las placas se originan a partir de la infeccion de una célula por un
virus, pero puede haber algunas formadas a partir de dos procesos de infeccion
independientes en células muy cercanas, que denominamos placas doblemente
infectadas.

3.- Una célula puede ser infectada por un virion heterozigoto, con dos hebras de ARN

diferentes, y cada una de ellas da origen a una copia de ADN distinta.

4.5.1 Andlisis del proceso de formacién de una placa.

Para tratar de dilucidar cual de estas hipotesis explica mejor nuestros datos, realizamos una
aproximacion al proceso de formacion de una placa.

Las placas de infeccion originadas por el VIH-1 en una monocapa de células MT4, son una
acumulacion de células infectadas, apreciables a simple vista como condensaciones de la
monocapa, que aparecen hacia el quinto o sexto dia post-infeccion.

Tedricamente, al igual que en otros sistemas de plaqueo, una placa se origina a partir de la
infeccion de una célula por un virus.

En primer lugar, se hizo una estimacién del niumero de células que contiene una placa
visible, a partir del contaje de células en 9 placas pinchadas, y el promedio resulto ser del
orden de 15000 células. Sin embargo, la extension de monocapa celular que se recoge con
la micropipeta es varias veces superior al tamafio de la placa de infeccion, de manera que
estimamos que el numero de células que realmente contiene la placa puede ser del orden de
10°.

Por otro lado, estimamos el nimero de u.f.p que libera una placa. El titulo medio fue del
orden de 10* a 10 * u.f.p. Por tanto, asumiendo que un virus da origen a un minimo de 10
nuevos virus en un ciclo de replicacion, la formacion de una placa requiere al menos dos o
tres ciclos de replicacion viral: en el primer ciclo, una célula origina un minimo de 10 virus
que infectan otras tantas células; en el segundo ciclo se produciran 100 virus y se infectan

100 células de alrededor; y en el tercer ciclo llegan a infectarse 1000 células més haciendo
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la placa visible, y siendo las responsables de originar 10* u.f.p. que es un titulo comtn a
ellas.

La técnica de plaqueo se realizoé en todos los casos a una multiplicidad de infeccion muy
baja para tratar de evitar la aparicion de placas doblemente infectadas. Se utilizaron
aproximadamente 20 u.f.p. por cada 3,3 x 10° de células, o lo que es igual, una m.d.i. de 6

x 1061072,

4.5.2. Ensayo de co-infeccién y doble infeccién.

Aunque la posibilidad de co-infeccion o doble infeccion es baja debido a la m.d.i
utilizada, realizamos el siguiente ensayo para descartarla. Se mezclaron dos semillas en
una proporcion 1:1, LAIL con un titulo de 1,8 x 10° TCID50, y UG24 (1,8 x 10° TCID50).
Esta mezcla se diluy6é y se usod para infectar una monocapa de células MT-4 a una
multiplicidad de infeccion de 10 usada habitualmente en nuestros plaqueos.

Se pincharon 130 placas, se extrajo el ADN, y se caracterizaron segin se explica en el
apartado 3.3.1. De las 127 placas analizadas, 126 contenian un solo genoma parental, pero
en una aparecieron dos genomas diferentes. Luego, cualquiera de los dos procesos
descritos de co-infeccion o doble infeccion, podia ser el origen de estas placas.

La diferencia entre una placa doblemente infectada y otra que se ha generado a partir de
una célula coinfectada, es que en la segunda hay una alta probabilidad de aparicion de
virus recombinantes en el segundo ciclo de replicacion, mientras que en la primera no hay

ninguna.

4.5.3. Andlisis de la progenie de las placas con dos genomas provirales.

Para tratar de identificar el origen de las placas “heterozigotas”, se realizo el siguiente
analisis. Las placas que contenian dos genomas diferentes integrados, se resuspendieron y
diluyeron para realizar un plaqueo. Las placas que se formaron se pincharon y se analizo
su contenido proviral.

En la figura 4.17 se muestra el resultado de uno de estos experimentos. La placa “madre”
contenia los genomas de LAI y de UG24, el resultado fue 25 placas que contenian un
genoma parental (21 correspondian a LAl y 4 a UG24), y una placa semejante a su

antecesora, con cuatro bandas, pero ninglin provirus recombinante.
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Fig. 4.17. Andlisis de ADN proviral de los clones biologicos resultantes del plaqueo de un clon que
presenta dos genomas provirales diferentes, correspondientes a los dos virus parentales con los que se
realizd la infeccion doble inicial: LAl y UG24.

En otro experimento con otra placa diferente de las mismas caracteristicas, se pincharon 56
placas de la progenie, y se obtuvieron 37 y 18 placas correspondientes a cada uno de los
dos virus parentales y ningun recombinante.

Asi mismo en una placa infectada por LAI y RF obtuvimos 13 y 9 placas de cada uno de
los genomas parentales. En ningin momento obtuvimos una placa con un virus
recombinante a patir de estas placas con cuatro bandas. Esto indica que el origen de estas
placas es una doble infeccion, y no una coinfeccion de la misma célula, ni la infeccion por
un virus heterozigoto.

Por tanto, el origen de estas placas “heterozigotas” parecia ser una doble infeccion , o
dicho de otro modo, son placas dobles, formadas por la infeccion de dos células cercanas
por dos virus diferentes.

La coinfeccion de una célula en las condiciones en las que hacemos el plaqueo, es por

tanto muy dificil, ya que a lo largo de todos los ensayos realizados, no detectamos ninguna.

4.5.4. Modelo experimental para el estudio de la transmision de informacidn genética

durante el proceso de transcripcion inversa.

A pesar de que la coinfeccion quedaba casi descartada como origen de la placas
“heterozigotas”, no obtuvimos ninguna evidencia de la transcripcion inversa de las dos
hebras del virion. No obstante, para poder confirmar que este fendmeno no ocurria nunca
propusimos el siguiente sistema experimental.

Nuestro modelo se basa en un sistema que solo permite replicar virus heterozigotos o virus

recombinantes. Para ello hemos introducido dos deleciones deletéreas en el genoma del
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VIH-1. Los plasmidos utilizados en este ensayo se obtuvieron a partir de dos
construcciones denominadas pFc, y pPFAM4, que derivan de un clon molecular obtenido en
nuestro laboratorio (Olivares y cols., 1997). Este clon esta dividido en dos partes: pFAM4
contiene la secuencia comprendida entre la LTR 5° y un sitio RI en vpr. El segundo, pFc
contiene el fragmento entre este sitio Rl y la LTR3’.

Las dos deleciones utilizadas como marcadores fueron introducidas sobre el plasmido
pFAMA4, por mutagénesis dirigida, dando lugar a dos construcciones que denominamos
pAp6 y pAp24. El plasmido pAp6 contiene una delecion de 33 aminoacidos en la proteina
p6, que abarca desde el residuo 7 hasta el 39 de dicha proteina, ambos incluidos, de manera
que eliminamos dos dominios descritos como fundamentales para la replicacion viral: el
que comprende desde la prolina 7 a la prolina 10 (PTAP), que esta implicado en la
liberacion de particulas virales, y el motivo 32 a 39 (o dominio L), de unioén a Vpr.

El plasmido pAp24 tiene una delecion en la proteina p24 de 258 nucledtidos (86 aa) que
incluye todos los sitios implicados en la funcionalidad de esta proteina: dominio de unién a
ciclofilina A, implicado en infectividad y maduracion viral; y el dominio MHR, en el
dominio C-terminal, implicado en la formacion de dimeros proteicos, interacciones gag-

gag y ensamblaje de proteinas virales (ver apartado 3.9 de Materiales y Métodos).
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Fig. 4.18. Representacion esquematica de las deleciones realizadas sobre el plasmido pFAM4.
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4.5.5. Experimento de cotransfeccion.

Los plasmidos descritos en el parrafo anterior, fueron transfectados en células Cos-1
siguiendo el esquema que aparece en la figura 4.19. Se recogieron los sobrenadantes de las
transfecciones cada dos dias. Se ultra-centrifugaron para aumentar la concentracion de
virus, como se describe en el apartado 3.10 de “materiales y métodos”, y se sometieron a
una digestion con DNAsa RQ1 para digerir los restos de plasmidos. La resuspension del
residuo viral en medio de cultivo fresco, se plaque6 sobre una monocapa de células MT4 y
las placas de infeccion se pincharon y se caracterizaron con los iniciadores descritos en el
apartado 3.10. El contenido proviral de estas placas se identificd por la longitud de los
fragmentos amplificados por PCR. Una representacion esquematica de este ensayo puede

verse en la figura 4.19.
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Fig. 4.19. Esquema de los plasmidos que se transfectaron en cada experimento. El numero 1
corresponde al control positivo. En los tubos 2 y 3 se transfectaron cada uno de los genomas
defectivos por separado. Ademas se realizo un plaqueo con la mezcla de los sobrenadantes 2 y 3, que
se representa con una flecha bifurcada. Los tubos 4 y 5 constituyen un duplicado del experimento de
co-transfeccion (las células transfctadas contienen dos genomas defectivos diferentes).
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Tras plaquear los sobrenadantes recogidos a partir de las distintas transfecciones,

comprobamos que tanto la delecion en p24 como la realizada en la proteina p6, incapacitan

al virus para realizar un ciclo completo de replicacion, puesto que no aparecié ninguna

placa en los pocillos correspondientes (n° 2 y 3 en la figura). Por el contrario, en el cultivo

del sobrenadante del control positivo, obtuvimos un total de 1500+100.

Las cotransfecciones se hicieron por duplicado, y se corresponden con los ntimeros 4 y 5

de la figura. En ellas se transfectaron los dos plasmidos pAp6 y pAp24, mas el plasmido

pFc. De esta forma, las células Cos-I pueden llegar a contener, tras una ligacion in vivo,

dos genomas de VIH-1 defectivos diferentes, que pueden complementarse.

Si esta complementacion se produce, se podrian formar viriones maduros de tres tipos:

a) Homozigotos con la delecion Ap24.

b) Homozigotos con la delecion Ap6.

c) Virus heterozigotos que contienen dos hebras de ADN con las dos deleciones
diferentes.

Los viriones homozigotos, aunque sean capaces de infectar una célula, no provocan la

aparicion de una placa, ya que la célula infectada no podrd sintetizar la proteina

delecionada, y la generacion de virus se para en esa fase. Solamente los viriones

heterozigotos son capaces de recombinar durante la transcripcién inversa, integrar

posteriormente un genoma de VIH no defectivo, y generar una placa de infeccion.

De la totalidad de los sobrenadantes recogidos a partir de las co-transfecciones sélo

encontramos 8 placas de infeccion, de las cuales 5 presentaron un patron correspondiente

al virus silvestre original (placas 4, 5, 6, 7y 8 en la Fig. 4.20.) producto de la infeccion por

un virion heterozigoto y la recombinacion durante la transcripcion inversa..
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Ap24Ap6 wt 1 2 3 4 C- C 5 6 7 8 wt Ap6Ap24
0x174 Ox174

Fig. 4.20. Analisis del ADN proviral de los virus que aparecen en el experimento de
complementacion entre dos genomas defectivos. Tras pinchar las placas y extraer el ADN, se realiza
una PCR doble (ver apartado 3.11). La longitud de la banda en las placas 4 a 7, es la que corresponde
al virus silvestre y al plasmido pFAM4. Son, por tanto, resultantes de un proceso de recombinacion,
que revierte las dos deleciones originales. Las placas 1 a 3 presentan tres bandas, que corresponten a la
secuencia que contiene la delecion p24, la que contiene la delecion de p6, y la del virus silvestre
original.

En el control positivo, que se representa en la figura 4.19 con el n° 1, donde se transfect6 el
plasmido sin delecion pFAM4, obtuvimos un total de 1500 £100 placas. Suponiendo que la
cantidad de virus obtenida en las transfecciones denominadas 4 y 5 es similar a este, que la
proporcion de virus heterozigotos es un tercio del total, y teniendo en cuenta que la
distancia entre los marcadores es de 450 nucleotidos, las cinco placas que aparecieron con
el genoma silvestre permiten calcular una tasa del 1.1% de recombinantes por kilobase y
ciclo de replicacion, para este fragmento del genoma de VIH-1.

Las placas que aparecen en el gel con los nimeros 1, 2 y 3, presentan tres bandas con
distinto peso molecular y con distinta intensidad, cuyos tamafios corresponden al virus
silvestre, y a cada uno de los genomas con una delecion, luego las células que constituyen

la placa llevan integrados dos genomas defectivos y uno recombinante.

4.5.6. Posibles mecanismos de generacién de las placas con tres bandas.

Las placas identificadas con los numeros 1, 2,y 3 presentan un patréon complejo, que puede
ser explicado por dos mecanismos:

1.- La coinfeccion de una célula por dos virus homozigotos defectivos. Estos dos genomas
se complementan y dan origen a un virus heterozigoto que dard lugar a un genoma
recombinante en un ciclo posterior de formacion de la placa.

2.- La transcripcion inversa de las dos hebras de ARN de un viridn heterozigoto.
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La aparicién del virus silvestre en estas tres placas seria el resultado de un proceso de
recombinacion en un segundo ciclo de replicacion, dado que la coinfeccion de una célula

por tres viriones diferentes es altamente improbable.

4.5.7. Andlisis de la progenie de las placas con tres bandas.

El resultado de una infeccion en monocapa con la suspension de las placas 1, 2 y 3 del
experimento de complementacion, fue la aparicion de numerosa progenie, con un titulo
similar al obtenido en experimentos anteriores. De esta progenie hemos analizado 58
placas: 20 de la placa 1, 26 de la nimero 2 y 10 de la placa 3. La PCR revel6 un mismo
patrén para todas ellas. Todas habian recuperado el genoma silvestre original.

Aunque nuestro ensayo no descarta la coinfeccion como origen de las placas 1,2y 3, la
probabilidad tedrica de que ocurra una coinfeccion en nuestras condiciones experimentales
es muy baja. Asi, la probabilidad de que una célula de la monocapa sea infectada es
aproximadamente de 10 (obtenemos 300 p.f.u. por pocillo en el control positivo, y el
numero de células en un pocillo es 3,3 x 10°). La probabilidad de coinfeccién de una
célula por dos virus es 10™ x 10*= 10, Y la probabilidad de que esto ocurra tres veces es
10% 10° x 10°= 107"

Podemos concluir que, aunque la transcripcion inversa de las dos hebras de un viriéon no ha
sido demostrada, y ademads, seria un proceso poco frecuente, es una posibilidad que
debemos tener en cuenta, ya que, junto con la recombinacion, constituiria un mecanismo

muy poderoso de reversion de mutaciones deletéreas.
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Discusioén

La recombinacion ejerce una notable influencia en la evolucion de las especies. En el
caso del VIH, la recombinacion se ha descrito como el mecanismo mas importante en la
evolucion de este virus (McCutchan, 2000) (Jung y cols., 2002). La organizacion gendmica
del virus parece estar disefiada para facilitar la recombinacion en cada ciclo: en primer
lugar, el virus transporta dos cadenas de ARN con toda la informacion necesaria para crear
un virus completo en cada una de ellas (Jones y cols., 1994), y sin embargo, parece que
s6lo se origina un provirus a partir de cada virion (Hu y Temin, 1990b). ;Cudl puede ser la
funcion de la segunda hebra?.

Lo mas probable es que el virus utilice estas dos cadenas en cada ciclo de
replicacion, aunque la informacion genética que contengan sea exactamente la misma. Este
intercambio genético no es necesario para su ciclo vital, y en muchos casos no aporta nada,
pero puede ser ventajoso a la hora de corregir errores. Asi, se ha obtenido una media de
dos a tres eventos de recombinacion (fuera de las LTRs) por genoma y ciclo de replicacion
para dos cepas de HIV-1, cuya diferencia de secuencia es aproximadamente del 5%. Esto
implica que ambos ARNs son utilizados durante la transcripcion inversa, y que la
recombinacion es intrinseca al proceso de replicacion (Jetzt y cols., 2000).

Este trabajo se ha centrado en el estudio de algunos aspectos relacionados con la
recombinacion en el VIH-1 en un modelo in vitro.

En primer lugar, hemos realizado un estudio comparativo, determinando las
proporciones de recombinantes en la progenie de seis infecciones dobles con virus de
diferentes subtipos y dos infecciones intrasubtipo. La finalidad de este estudio era
determinar si la recombinacién es un fendmeno dependiente o independiente de la
distancia genética. En una primera aproximacién por plaqueo de sobrenadantes,
encontramos que las proporciones de virus recombinantes mdas altas se daban en las
infecciones intrasubtipo, mientras que, en cuatro de los seis infecciones intersubtipo, no
detectamos ningin recombinante (A/B, A/D, A/F y D/F), coincidiendo con las distancias
genéticas mas altas. En las infecciones B/D y B/F se obtuvieron proporciones intermedias.
Las cuatro infecciones donde se obtuvieron porcentajes apreciables se sometieron a una
cuantificacion mas precisa mediante la técnica de PCR descrita en el apartado 3.3.2 de

Materiales y Métodos.
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5.1. ANALISIS CUANTITATIVO DE LA RECOMBINACION SOBRE ADN
PROVIRAL.

La cuantificacion de la recombinacion, se llevd a cabo sobre la progenie viral
resultante de cuatro infecciones dobles con virus pertenecientes a los subtipos B, D y F de
VIH-1, en células MT4.

Las proporciones de las cuatro especies genéticas presentes en estos cultivos se
determinaron en el ADN proviral resultante de cultivos secundarios de células MT4
infectadas con los sobrenadantes. Se adoptd este procedimiento debido a que la
determinacion directa sobre los sobrenadantes, mediante una RT-PCR producia falsos
positivos.

En un control negativo que consistia en una mezcla de dos ARNs parentales, la
reaccion RT-PCR produjo una amplificacion con los iniciadores correspondientes a los
genomas recombinantes. Es decir, la sintesis de la cadena de ADN empieza a partir del
iniciador especifico de subtipo B, y copia la primera parte del genoma de este virus, pero
acaba copiando una parte del virus de subtipo D. En la figura 5.1 puede observarse una
amplia banda en ese control negativo. Esto demuestra que en la reaccion de transcripcion
inversa realizada in vitro, ocurren también los “saltos de hebra” que se producen in vivo
dentro del complejo de preintegracion. Este fenomeno habia sido descrito anteriormente

(Fang y cols., 1998)

AHindIll 1Kb B/D B+D C-

Fig. 5.1. Resultado obtenido en la reaccion de RT-PCR. En el canal BD, aparece el resultado de
la amplificacion de una muestra de ARN obtenido a partir de una infeccion doble con los virus B
y D, constituido en parte por recombinantes BD. El canal B+D corresponde a una mezcla al 50%
de ARN de virus B mas virus D, donde nom hay genomas recombinantes. En los dos csos se
obtiene amplificacion con los iniciadores especificos de un recombinante.
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El cultivo secundario a partir de los sobrenadantes, que se describe en el apartado
4.3, nos permite detectar los virus recombinantes infectivos presentes en los sobrenadantes,
a través de su copia de ADN proviral. Es decir, mediante esta infeccion secundaria
“traducimos” la poblacion viral que existe en el sobrenadante en forma de ARN a ADN
proviral.

Este procedimiento introduce dos alteraciones sobre la poblacion viral total:

1) So6lo detectaremos los virus recombinantes que sean infectivos, y no
aquellos genomas que resulten defectivos tras la recombinacion.

2) Existiran algunos viriones heterozigotos en el sobrenadante del cultivo
inicial, que tras el proceso de transcripcion inversa en esta infeccion,
pasaran a integrarse como recombinantes, aumentando su proporcion.

El hecho de que la mayoria de los virus detectados sean viables nos parece un aspecto muy
interesante de nuestro método. En cuanto al aumento de la proporcion de recombinantes
que supone este método, es asumible teniendo en cuenta que se trata de una cuantificacion

comparativa.

5.2. EL METODO DE CUANTIFICACION

La cuantificacion de los genomas recombinantes y parentales esta basado en una
PCR cuantitativa con patrones externos. La amplificacion de las diluciones seriadas de los
plasmidos que constituyen los patrones, fue lineal con respecto al numero de copias de
ADN originales, como se muestra en la Fig 4.5. Para conseguir esta linealidad en la
amplificacion por PCR, se utilizaron siempre diluciones seriadas inmediatas a la dilucion
limite, tanto para los patrones como para las muestras. Los valores de r* de la regresion
lineal fueron mayores de 0,90 en el 85% de los casos, y se muestran en la tabla 8.2 del
anexo.

Teniendo en cuenta el caracter estocastico de la PCR, se ha tratado de buscar las
condiciones que minimizan este efecto, por ello, las cuatro especies gendmicas presentes
en una muestra (los dos virus parentales y los dos tipos de recombinantes), se amplificaron
en reacciones paralelas, y a partir de la misma dilucion de ADN proviral. Cada muestra de
ADN se sometio a tres determinaciones independientes, siendo el valor estimado, la media
aritmética de estas tres réplicas. En la tabla 8.1 del anexo pueden encontrarse todos los

valores de estas determinaciones, asi como la medida de su dispersion.
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Es conveniente subrayar en este punto que los genomas recombinantes detectados en
este estudio no corresponden a una unica forma recombinante, sino que es una poblacion
heterogénea que tiene en comun la hibridacién con dos iniciadores especificos en sus
extremos. El sistema de PCR con iniciadores especificos utilizado detecta todas las formas
recombinantes que tienen uno o un n° impar de puntos de recombinacion, pero no detectara
los que tengan dos puntos o n° par. Aunque esta falta de sensibilidad no es despreciable, la
mayor parte de los recombinantes tendran s6lo un punto de cruce. Ademds nuestra
cuantificacion no es absoluta, sino comparativa entre las distintas combinaciones de cepas

estudiadas.

5.3. RELACION ENTRE DISTANCIA GENETICA Y RECOMBINACION

Para que tenga lugar un proceso de recombinacion es necesario que antes se haya
producido la coinfeccion de una célula por dos viriones distintos. Este paso depende de la
multiplicidad de infeccidon, asi como de las caracteristicas de los virus que infectan. Por
ejemplo, las cepas con cinéticas de replicacion similares, favoreceran la coinfeccion,
mientras que un virus con una cinética mucho mas rapida que el otro, ocupara la mayor
parte de las células antes de que el segundo empiece a infectar. Esta podria ser la
explicacion de lo ocurrido en la doble infeccion D/F. A dia 5 el virus D ocupa el 94% del
ADN proviral del cultivo, mientras el virus F sélo representa el 5%, y el 0,6% corresponde
a la poblacién de virus recombinantes. Esta proporcion de virus recombinantes disminuye
con el tiempo, y a dia 22 es indetectable, debido a que la probabilidad de coinfeccion de
una célula por dos virus diferentes es muy baja.

Las cepas elegidas para este estudio se seleccionaron con caracteristicas fenotipicas
similares (ver tabla 4.1). Esta diferencia entre los virus D y F no estaba prevista, ya que en
la caracterizacién bioldgica presentan un titulo similar, y usan el mismo correceptor
principal CXCR4, ya que las células MT4 utilizadas en las infecciones no presentan el
correceptor CCRS.

A pesar de que todos los virus utilizados en las infecciones dobles tenian
caracteristicas biologicas semejantes, y que las infecciones se realizaron en las mismas
condiciones, los porcentajes de virus recombinantes obtenidos a dia 5 fueron muy
diferentes en las distintas combinaciones. Pensamos, por tanto, que podia haber otros

factores limitantes de la recombinacidn.
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Cuando representamos la proporcion de virus recombinantes que aparecen en los
cultivos el dia 5, frente a la distancia genética entre los virus parentales usados en la
infeccion doble, encontramos una buena correlacion, con un valor de = 0,87 en la
regresion lineal.

La influencia de la distancia genética en la recombinacion se ve reflejada en los

resultados del analisis clonal de los recombinantes B/D que se describen en el apartado
4.4.2.2, donde encontramos un numero mayor de eventos de recombinacion en el
fragmento pol, que en la secuencia de env (ver figura 7) siendo la distancia genética entre
los fragmentos de env dos o tres veces mas alta en relacion con los de pol (ver arboles en
las figuras 4.10 y 4.11) (Quifiones-Mateu Yy cols., 1999).
Esta correlacion predice proporciones de recombinacion mayores de las obtenidas para
secuencias mas parecidas, como en los experimentos de Kuwata y cols. (Kuwata y cols.,
1997), que obtienen porcentajes por encima del 20% a los 15 dias post-infeccion entre dos
virus con una homologia del 86%, o como los porcentajes de recombinacion del 51%
descritos entre dos secuencias iguales por (Zhang y cols., 2000b) (Li y Zhang, 2002)
(Zhang y cols., 2000b).

Existen varios trabajos que justifican la influencia de la distancia genética en la
proporcion de recombinantes presentes en la progenie:

l.- Zhang y Temin (Zhang y Temin, 1994) describen cémo los puntos de
recombinacion, estan corrientemente localizados en fragmentos cortos de identidad de
secuencia entre las dos hebras de un viridon heterozigoto. De manera que, dos hebras mas
homologas tendran mas secuencias comunes.

2.- También se han descrito incompatibilidades entre diferentes virus a la hora de

encapsidar juntas dos hebras diferentes (Kaye y Lever, 1998).

5.4. AUMENTO PROGRESIVO DE LOS VIRUS RECOMBINANTES EN
UNA POBLACION

En los primeros experimentos realizados en este trabajo, pudimos observar un
aumento de la proporcion de virus recombinantes en los cultivos, con el tiempo o con los
ciclos de replicacion. Este aumento fue confirmado con la cuantificacion de las formas
recombinantes en tres de las cuatro infecciones dobles estudiadas mediante la PCR

cuantitativa.
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Ademas, el estudio cinético que se llevd a cabo con las infecciones B/F y L/R aporto
dos aspectos a resaltar:

a) un aumento continuo del total de las especies recombinantes, y

b) la imposicion progresiva de estas sobre uno de los parentales.

Hay que sefialar que en nuestro sistema de cuantificacion, hemos analizado
solamente alrededor de un 25% del genoma (2500 nucledtidos de un total de 9800).
Aunque las proporciones de recombinantes no se incrementan linealmente con la distancia
entre los marcadores (Anderson y cols., 1998), podemos esperar que la proporcion de
recombinantes, si se estudia la totalidad del genoma, sea mas alta de la obtenida para este
fragmento. Y dado que para la cuarta parte del genoma encontramos porcentajes de
recombinantes de hasta el 23% en la infeccion R/L el dia 22 del cultivo, se podria

considerar que la totalidad de los genomas serian recombinantes.

5.5. DINAMICA DE IMPOSICION DE LOS VIRUS RECOMBINANTES EN
LA POBLACION.

El analisis realizado sobre los clones aislados a partir de los sobrenadantes de la
doble infeccion B/D, tenia como objetivo determinar si el aumento progresivo de los
genomas recombinantes en la progenie era debido a la expansion clonal de virus con una
eficacia bioldgica muy alta, o se debia a la suma de nuevos fendmenos de recombinacion
en cada ciclo de replicacion. Los arboles filogenéticos de las figuras 4.10 y 4.11, muestran
un predominio de secuencias independientes entre las que parecen ser recombinantes, que
tendrian su origen en eventos de recombinacion independientes. Pero ademas, existe un
grupo de cinco secuencias agrupadas (9-41, 22-8, 22-90, 22-82, 22-63) en el arbol
correspondiente a las secuencias ““pol”. El programa Simplot, detecté un punto de cruce
comun a cuatro de estos cinco clones y con el 22-24 (figura 4.13), aunque las secuencias
de todos ellos son muy diferentes. La agrupacion de estas secuencias y el punto de
recombinacion compartido por todas ellas, indican un origen filogenético comun, aunque
no podemos descartar como causa de ese punto de recombinacion, una estructura
secundaria del ARN, que en ese punto favorezca la parada de la transcripcion inversa y la

transferencia de hebra (Wooley Yy cols., 1998).
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En cualquier caso, aunque se produzcan ocasionalmente expansiones clonales de
algunos virus, la mayoria de los clones recombinantes que hemos analizado, son
consecuencia de eventos de recombinacioén independientes.

El analisis de recombinacion realizado sobre los clones bioldgicos, nos ha permitido
llevar a cabo una estimacion de los fendmenos evolutivos que estan operando dentro de
esta poblacion viral originada a partir de una mezcla de dos virus parentales al 50%. Asi,
hemos podido observar diferencias en cuanto a la naturaleza de los clones segiin procedan
del dia 9 o del dia 22. Puede apreciarse un claro aumento del nimero de puntos de
recombinacion por clon con el tiempo. Mientras en las secuencias analizadas el dia 9,
encontramos una media de 1,1 puntos de corte por clon, en el dia 22 la media fue de 1,6
(ver tabla 4.10). Este hecho refuerza la idea de que nuevos eventos de recombinacion

independientes se van sumando, incluso dentro de los clones recombinantes.

5.6. SELECCION DE PROTEINAS.

Los cambios que se observan en las proporciones de las secuencias entre el dia 9 y
22, son un reflejo de la presencia relativa de las dos proteinas de los dos subtipos B y D.
No se observd ningiin cambio con el tiempo en gag (fragmento 1 en la Fig 4.15); pero en
el fragmento 3 que representa una fraccion de env, la imposicion con el tiempo de la
proteina gp120 de subtipo B desde 3/7(43%) a dia 9, a 10/13 (77%), sugiere una mayor
eficacia biologica que la del subtipo D. En la region de la transcriptasa inversa, la mayoria
de la poblacion final de virus presenta una proteina recombinante entre los dos subtipos.
Esto indicaria que la recombinacién estd favorecida en este fragmento, por oposicion a lo
que ocurre en el fragmento 3, donde se impone el parental B. Estos datos sugieren que a lo
largo del tiempo de evolucion del cultivo, se ha seleccionado la mejor combinacion de
proteinas, de una manera rapida gracias a la recombinacion.

La region de la proteina env secuenciada, se eligid por estar descrita como el
fragmento de maxima recombinacion en VIH-1(Jetzt y cols., 2000), con la finalidad de
encontrar el maximo nimero de puntos de recombinacion en nuestros clones. Sin embargo,
entre los clones del dia 22 analizados, s6lo encontramos una secuencia recombinante en el
gen env. Este resultado so6lo indica que el fragmento secuenciado no incluye el punto

caliente descrito.
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5.7 ACERCA DE LOS VIRUS DEFECTIVOS

No esté claro en que medida los virus defectivos juegan un papel en la patogénesis
del SIDA (F Leri J. Virol. 92), pero se ha descrito que una alta proporcién de las cepas de
HIV encontradas en pacientes son defectivas para la replicacion. Algo similar ocurre en
cultivos de lineas celulares que, conteniendo provirus defectivos, son capaces de liberar
particulas infecciosas (Meyerhans y cols., 1989) (Boulerice y cols., 1990) (Inoue y cols.,
1991). Se ha probado ademas que determinadas construcciones de VIS con genes
reguladores delecionados no revierten en cultivos de larga duraciéon (Guan y cols., 2001b)
(Guan y cols., 2001a) .

La complementacion en trans suministra un modelo util para estudiar las
interacciones que pueden ocurrir in vivo. Este fendmeno probablemente es el responsable
de la alta difusion de virus defectivos y puede ser vital en la patogénesis del SIDA.

Nosotros hemos construido dos genomas defectivos, que no pueden originar viriones
competentes en replicacion, mediante dos deleciones, una en la proteina de la cépside
(p24), y otra en p6. Esto quedd demostrado mediante el plaqueo de los sobrenadantes de
las transfecciones 2 y 3, que se corresponden con cada una de las deleciones sefialadas. En
ninguno de los dos casos apareci6 una sola placa. Por el contrario, el virus silvestre origind
un total de 1500.

No obstante, estos plasmidos pueden complementarse en una cotransfeccion,
aportando cada uno de ellos la proteina que le falta al otro para producir viriones maduros,
que poseen todas las proteinas que necesita un virus para poder. infectar una célula.

La progenie viral resultante de la transfeccion de las cel Cos-1 con ambos plasmidos,
estaria compuesta por:

A.-viriones homozigotos de dos tipos: aquellos con p24 delecionada, y los que
contienen dos ARNs con la delecion en p6; y

B.- viriones heterozigotos, que contienen una delecion diferente en cada una de las
dos moléculas de ARN.

Los primeros (homozigotos) son incapaces de replicar en las células MT4, ya que,
aunque pudieran infectar y retrotranscribir su ARN, serian incapaces de producir una

progenie viral que diera lugar a una placa (hemos parado el proceso en un unico ciclo de
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replicacion, por tanto). Solo la coinfeccion de una célula por dos virus homozigotos
diferentes puede dar origen a una placa.

Por otro lado, los viriones heterozigotos pueden infectar estas células, y dar lugar a
una progenie viral por dos mecanismos:

1- Recombinacion: Durante la trancripcion inversa, puede producirse un salto de
hebra, originando un ADN recombinante sin ninguna de las dos deleciones. Este
proceso es el responsable de la formacion de cinco placas (nimeros 4, 5, 6, 7y 8) de la
figura 4.17.

2- Complementacion en la célula MT4 entre los ADNs integrados procedentes de
cada una de los dos ARNs diferentes de un virion heterozigoto. Para que esto ocurra
seria necesaria la transcripcion inversa de cada una de las dos hebras de ARN del
virion. Este puede ser el caso de las placas 1, 2 y 3, cuyo ADN proviral estd compuesto,
como puede apreciarse en la fig2, por dos ADNs delecionados, mas uno recombinante.

No podemos descartar la posibilidad de que estas placas que presentan tres genomas
provirales diferentes sean el producto de una coinfeccion por dos virones defectivos
homocigotos o heterozigotos. No obstante, es altamente improbable:

Por un lado, hemos determinado la probabilidad de obtencién de una placa
doblemente infectada, que fue de 1/126. Estas placas se caracterizan porque su progenie
esta compuesta solamente de virus parentales, nunca por virus recombinantes, ya que no se
produjo la coinfeccion de una célula.

La posibilidad de que ocurra una coinfeccion es mucho mas baja que la anterior. Una
prueba de ello es que no hemos encontrado ninguna a lo largo de los numerosos
experimentos de plaqueo realizados en este estudio, pero ademads, las estimaciones
realizadas sobre la probabilidad de que ocurran, son muy bajas. Una estimacion
aproximada es la que se desarrolla en el apartado 4.5.4. Dado que la m.d.i. del experimento
es del orden de 10, la probabilidad que tiene una célula de ser infectada al mismo tiempo
por dos virus es 10* x 10 = 10®. Teniendo en cuenta que el namero de placas formadas
en el control positivo es de 1500, las tres placas con genomas defectivos no pueden ser
consecuencia de este proceso.

Hay que sefalar en este punto, que la probabilidad de coinfeccion aumentaria
considerablemente si pensamos que dos o0 mas viriones pueden formar agregados que no se

desagregarian con la dilucion. Sin embargo, el hecho de que a lo largo de un gran namero
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de experimentos de plaqueo, nunca hayamos encontrado este fenomeno, sugiere que la
frecuencia de agregacion, o la infectividad de los agregados no es alta. Aunque no
podemos descartarlo, recientemente, se ha descrito que la posible agregacion viral no
constituye un factor a tener en cuenta en el proceso de la doble infeccion (Wei-Shau
Hu.,”The nature of HIV-1 double infection”, Third VIH DRP Symposium on Antiviral
Drug Resistanse. Washingthon 8-11 diciembre 2002). Cada vez es mas aceptado el hecho
de que la reinfeccion es mas frecuente que la coinfeccion simultanea de una célula, como
proceso necesario para la recombinacion.

La progenie viral generada a partir de estas tres placas se caracterizo, y el resultado
fue que los provirus integrados en las 46 placas analizadas correspondian al patrén del
virus silvestre. Este resultado es esperable dado que el virus recombinante ya estaba
presente en las tres placas “madre”de la generacion anterior, es decir, se habia originado en
algin ciclo de la formacion de las placas 1, 2 0 3; y ademas, el virus recombinante es
mucho maés eficaz biolégicamente que un proceso de complementacion entre dos genomas
defectivos.

Si bien hay que tener en cuenta que las condiciones experimentales estan
seleccionando los virus recombinantes, ya que los parentales (defectivos) son inviables, no
se aprecia una disminucion del titulo (n° de unidades formadoras de placa por ml) respecto
al que tiene una placa del virus silvestre (son del orden de 10* a 10°). Esta disminucion del
titulo seria esperable en el caso de que el origen de las placas fuera la coinfeccion, debido a
la proporcidon mayoritaria de virus homozigotos en la progenie.

Ademas, si se estuvieran produciendo una proporcion apreciable de virus parentales,
obtendriamos una proporcion de placas de complementacion, semejante a la que
encontramos en el sobrenadante de las transfecciones (3/8).

Podemos concluir que, aunque no hemos podido probar definitivamente la
transcripcion inversa de las dos hebras de un viridn, nuestros resultados sugieren que es
una posibilidad a tener en cuenta, ya que, aunque se trataria de un fendémeno muy poco
frecuente, constituiria, junto con la recombinacion, un valioso mecanismo de reversion de
mutaciones deletéreas.

Aunque el modelo de recombinacién de eleccion de copia (“copy-choice”) parece ser

el mas utilizado, atin esta por demostrar que el segundo modelo (strand displacement) no
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sea utilizado. Este modelo necesita la sintesis de las dos copias de ADN de polaridad
negativa. De manera que los retrovirus podrian ser al menos, parcialmente diploides.

La ventaja evolutiva fundamental que aporta al virus este proceso, es que multiplica
las posibilidades de recombinacion entre dos marcadores, lo cual adquiere especial
importancia en los casos de mutaciones deletéreas o mutaciones de resistencia a
antivirales. Cuando estas mutaciones se encuentran muy cercanas dentro del genoma, la
probabilidad de recombinacion en el fragmento intermedio disminuye mucho, como es el
caso de nuestro sistema experimental. La transcripcion inversa de las dos hebras del virion
aumenta notablemente las posibilidades de recombinacion, y recuperacion de material
genético por parte de este virus.

Independientemente de que el proceso responsable sea la retrotranscripcion de las
dos hebras de un virion, o la coinfeccion de una célula por dos virus diferentes, los
resultados ponen de manifiesto que a partir de una célula que contiene dos provirus
integrados diferentes, pueden generarse viriones heterozigotos, que en la siguiente
infeccion pueden recombinar generando un genoma no defectivo. En este segundo ciclo, la
recombinacion es un fendmeno mayoritario, frente a la complementacion. Por tanto,
podemos concluir, que la recombinacion es con mucho el principal mecanismo de rescate
gendmico, frente a la complementacion, que es mucho menos frecuente.

Las implicaciones epidemioldgicas que este mecanismo tendria son notables. Por un
lado, cualquier genoma defectivo integrado, puede ser recuperado si la célula que lo
contiene es reinfectada. Un virion heterozigoto formado por esta célula, puede originar un
recombinante durante la transcripcion inversa en la infeccion de la siguiente célula. Si
ademas se produce la transcripcion inversa de las dos hebras, tenderemos integrado el
genoma defectivo en una célula mas, dando una oportunidad mas a la recombinacion para

recuperar €s€ genoma.

En suma, los resultados de este estudio in vitro, han aportado datos en cuanto a la
cuantificacion, dindmica, prevalencia, naturaleza de los virus recombinantes y
consecuencias evolutivas de la recombinacién, lo cual puede ayudar a comprender la
historia natural y biologia del VIH-1.

En primer lugar, hemos puesto a punto un sistema de diferenciacion y cuantificacion

de cuatro especies gendmicas presentes en una misma muestra ADN.

92



Discusioén

En segundo lugar, nuestro método de identificacion de clones bioldgicos es capaz de
diferenciar todos los virus utilizados en este estudio.

A partir del seguimiento de una serie de infecciones dobles, hemos sido capaces de
estudiar la influencia que ejercen el tiempo, la multiplicidad de infeccion y la distancia
genética sobre la proporcion de recombinantes en un cultivo in vitro.

Las consecuencias que tiene esta influencia de la distancia genética sobre la
frecuencia de recombinacion, son muy variadas:

1- Los recombinantes se convierten en catalizadores de la recombinacion, ya que
disminuyen la distancia genética entre los componentes de una poblacion, y por tanto la
facilitan.

2- También hemos observado una gran diferencia en la frecuencia de recombinaciéon
entre unas regiones y otras del genoma viral, coincidiendo las méas homdlogas con mayores
niveles de recombinacion.

3.- La recombinacion, facilita la seleccion de la mejor combinacion de proteinas en
la poblacion viral que resulta de una doble infeccion.

4.- Uno de los resultados mas importantes del estudio es la imposicion de las formas
recombinantes sobre una de las parentales en la progenie de tres infecciones dobles. Una
de las consecuencias evolutivas de la pérdida de un parental, es una poblaciéon con una
distancia genética global menor, pero una mayor heterogeneidad debido a la generacion de
formas recombinantes diferentes. Esta situacion favorecerda nuevos procesos de
recombinacion, conduciendo hacia una convergencia genética.

Nuestros datos indican que la recombinacion realiza un importante papel generando
multiples posibilidades genémicas de aumentar la eficacia biologica, que purificadas por
seleccion pueden jugar un importante papel en la dinamica de evolucion del VIH-1.

Nuestra demostracion de que un alto nimero de recombinantes puede aparecer en un
corto periodo de tiempo, y que el conjunto tiene mayor fitness que los virus parentales,
tiene importantes implicaciones en la patogénesis del SIDA y el hecho de que esta
recombinacion sea mas facil entre virus filogenéticamente mds cercanos, tiene
implicaciones epidemiologicas: la recombinacidn entre dos virus divergentes en una zona
de coexistencia se dard antes o después, pero en el momento de aparicion de

recombinantes, el proceso se acelera, produciendo infinidad de variantes diferentes.
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Los resultados in vitro, nos permiten prever que en un paciente infectado con dos
virus suficientemente cercanos, se producira la aparicion de recombinantes con rapidez, y
la imposicion de estos sobre los parentales.

Los ultimos datos epidemioldgicos estan confirmando estos resultados: ciertas FRCs
empiezan a jugar un papel importante en la pandemia. Una proporcion media de 18.1% de
las muestras analizadas por la red WHO-UNAIDS corresponden a genomas recombinantes
intersubtipo, La mitad de ellas estd constituido por las FRC AE (3,6%), AG (5,3%), y AB
(1%) (Osmanov y cols., 2002).
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Conclusiones

En cultivos de células MT4 infectados por cuatro combinaciones diferentes de dos
virus con caracteristicas bioldgicas semejantes, detectamos la aparicion de virus
recombinantes desde el dia 5 post-infeccion, con proporciones entre un 1 y un 11%
de la poblacion global

La proporcion de virus recombinantes en el sobrenadante del quinto dia de cuatro
infecciones dobles, fue inversamente proporcional a la distancia genética que
separa a los virus parentales.

La proporcion de virus recombinantes aumentd progresivamente con los ciclos de
replicacion, en tres de las cuatro infecciones estudiadas, hasta superar la proporcion
de uno de los virus parentales.

En una infeccion doble realizada con los virus UG24 y 93BR20 detectamos una
proporcion de recombinantes inferior al 1% a dia 5, que llegd a ser indetectable el
dia 22.

La eficacia bioldgica del conjunto de virus recombinantes detectados en las
infecciones dobles ha sido superior a uno de los virus progenitores.

El aumento progresivo de la proporcion de virus recombinantes con el tiempo, fue
debido a la suma de dos procesos: fundamentalmente la aparicion continua de
nuevos recombinantes en cada ciclo de replicacion y también a la expansion clonal
de alguno de ellos.

Se ha detectado un aumento del numero de puntos de recombinacién por clon de
1,1 a 1,7, entre los clones analizados el dia 9 y y el dia 22 de la doble infeccion
B/D.

Hemos encontrado puntos de recombinacion en un clon del dia 9 que se repiten en
clones del dia 22, y van acompanados de otros nuevos. Este hecho sugiere que los
virus recombinantes sufren nuevos eventos de recombinacion en ciclos sucesivos.
La recombinaciéon parece facilitar nuevos eventos de recombinacion,
probablemente debido a que disminuye la distancia genética media en la poblacion.
La poblacion de recombinantes en un cultivo doblemente infectado por los virus
LAI y UG24 evolucioné seleccionando la secuencia de LAI en el gen de la

envuelta env, y una proteina recombinante en RT.
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10. Hemos detectado viriones heterozigotos maduros, infectivos y competentes en

11.

12.

replicacion, generados por complementacion entre dos genomas defectivos con
amplias deleciones en las proteinas p24 y p6.

La recombinacion entre los dos genomas defectivos se encontrd en cinco placas.
Estos virus son consecuencia de eventos de recombinacion independientes dentro
de un fragmento del genoma de 450 pares de bases, lo que permite establecer una
tasa de recombinacion para este fragmento del VIH-1 del 1% por Kb y cilco de
replicacion.

Entre los viriones detectados en estos ensayos de complementacién, hemos
encontrado tres casos que sugieren la transcripcion inversa de las dos moléculas de

ARN de un viridn heterozigoto.
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RESULTADOS PCR CUANTITATIVA

DESVIACION
COINFECCION 1°RESULT. 2°RESULT 3° RESULT 4°RRESULT PROMEDIO ESTANDAR
111BD D22(390)
B 70
D 7
BD 20
DB 2
111BD D5(390)
B 15 67 65 76 55,75 27,58
D 82,5 17 24 18 35,375 31,57
BD 1,8 9,7 6 3,8 5,325 3,38
DB 0,3 6,5 5 0,7 3,125 3,10
111BD D13(390)
B 98,6 99,5 99,05 0,64
D 0,7 0,07 0,385 0,45
BD 0,3 0,4 0,35 0,07
DB 0,4 0 0,2 0,28
111BD D22
B 68 59 51 34 53 14,45
D 16 30 26 26 24,5 5,97
BD 5 4 17 20 11,5 8,19
DB 10 7 6 19,6 10,65 6,20
111DF D22
D 98,5 97,5 96,6 97,53 0,95
F 0,9 1,3 2,15 1,45 0,64
DF 0,6 1,3 1,3 1,07 0,40
FD 0 0 0 0,00 0,00
111DF D22(440)
D 97,5 97,5 100 98,33 1,44
F 2,4 2,5 0 1,63 1,42
DF 0 0 0 0 0,00
FD 0 0 0 0 0,00
111DF D5 (440)
D 96 95 92 94,33 2,08
F 1,4 4,4 8 4,60 3,30
DF 1,5 0,3 0 0,60 0,79
FD 0 0 0 0,00 0,00
111DF D9 (440)
D 95 92 94 93,67 1,53
F 4,7 8 5,8 6,17 1,68
DF 0 0,6 0 0,20 0,35
FD 0 0 0 0,00 0,00
452RL D21
L 23,5 28,5 27 26,33 2,57
R 76 52,5 58 62,17 12,29
LR 0,5 18,3 15 11,27 9,47
RL 0 0,8 0 0,27 0,46
452RL D21(499)
L 14,4 9,1 3,3 8,93 5,55
R 73,4 65,4 66 68,27 4,46
LR 9,5 18,2 27 18,23 8,75
RL 2,6 7,3 3,9 4,60 2,43
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452RL D8(499)

L 23,4
R 61
LR 13,5
RL 2,1
452RL D13(499)

L 99,9
R 0
LR 0
RL 0,1
452RL D17(499)

L 453
R 32
RL 21
LR 1,8
111BF D22

B 29
F 60
BF 10
FB 0,6
111BF D22(390)

B 65
F 23
BF 8,8
FB 2,2
111BF D5(390)

B 33
F 65
BF 2
FB 0,4
111BF D9(390)

B 65
F 30
BF 37
FB 0,75
111BF D16(390)

B 53
F 40
BF 57
FB 1,1
111BF D19(390)

B 54,5
F 37
BF 6,2
FB 2,1

10
88

0,7

100

27
59,5
6,3

25,6
65
7,4
2,2

69
14
11,2

28
70
1,7
0,3

51
42
5,55
18

55,7
35

3,7

54
29
3,8
13

17
78
3,7
11

99,9
0,1

29,7
51,3
14

39
53
7,4
0,6

59
28
12
0,8

43
51

73
25
1,2
1,2

64
26
53
4,7

39
49
12
0,85

57
18
23
2,4

45
55

56,5
36
52
2,6

65

22
4,3

111

16,80
75,67
6,40
1,30

99,93
0,03
0,00
0,03

34,00
47,60
13,77
4,60

33,15
56,75
9,20
1,06

62,50
20,75
13,75
2,60

37,25
60,25
2,43
0,18

61,38
33,25
3,91
1,59

57,90
32,33
5,00
4,60

57,50
30,67
5,10
6,60

6,70
13,65
6,21
0,72

0,06
0,06
0,00
0,06

9,88
14,12
7,35
2,62

6,90
7,14
2,23
0,77

5,551
6,08
6,31
1,75

8,10
8,77
2,54
0,21

9,66
7,37
1,98
0,80

6,30
9,29
0,70
4,03

5,63
5,69
1,21
5,69
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Valores de regresion lineal de las cuantificaciones
realizadas sobre la coinfeccion B+F

111BF,D5 r2 p

BB 0,9997 0,9651 0,9776 1 0,4 0,4
FF 0,996 0,9812 0,9979 1 1
BF 0,9869 0,9912 0,9888 1 03
FB 0,9179 0,7391 0,844 1 1
111BF,D9 r2 P

BB 0,9852 0,9917 0,9809 1 1 1
FF 0,8267 0,8591 0,6438 1 0,4 1
BF 0,9723 0,9689 0,9934 1 0,4 1
FB 0,7123 0,9536 0,9546 1 0,4 1
111BF,D16 r2 P

BB 0,9145 0,9567 0,9918 1 1 1
FF 0,9496 0,9688 0,9459 1 0,4 0,4
BF 0,9677 0,844 0,9699 1 0,8 1
FB 0,9091 0,9639 0,8941 1 1 1
111BF,D19 r2 P

BB 0,9906 0,9671 0,9865 1 0,4 1
FF 0,9999 0,958 0,9848 1 1 0,9
BF 0,963 0,899 0,9653 0,667 0,8 1
FB 0,9023 0,9596 0,9814 1 0,9 0,4
111BF,D22 r2 P

BB 0,9852 0,997 0,9999 1 1 1
FF 0,8897 0,9692 0,9869 0,9 1 1
BF 0,9949 1 0,9877 1 067 04
FB 0,9164 0,8469 0,9313 0,5 1 1
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HIV-1 recombination was studied in vitro by viral cocultivation of four combinations of strains of subtypes B, D, and F. Viral
cocultivations were performed in MT-4 cells and maintained for 22 days. The parental and recombinant forms were quantified
by a specific PCR system in an env fragment of 2500 nucleotides. On day 5, there was a close correlation between the
proportion of recombination and the genetic distance between strains. In three of the four viral combinations studied, a
steady increase in the proportion of recombinant genomes was observed over time. This rise coincided with the progressive
loss of one of the parental strains, resulting in less diverse viral populations. Nucleotide sequencing of biological recombi-
nant clones from the B/D cocultivation revealed a higher number of recombination events in po/ than in env gene, and an

increasing number of crossovers per clone with time.

INTRODUCTION

Recombination is considered to be the most important
evolutionary mechanism in the natural history of HIV
(McCutchan, 2000), although the error-prone viral repli-
cation system produces a large number of point muta-
tions (Domingo et al, 1996; Mansky and Temin, 1995).
The importance of recombination in HIV-1 and Retroviri-
dae is related to the incorporation of two copies of viral
RNA in the virion (Hu and Temin, 1990b) and to special
characteristics of the reverse transcriptase enzyme (RT)
(Coffin et al., 1997). Genetic recombination allows evolu-
tion to occur faster than in its absence due to the incor-
poration of larger genomic fragments (Barton and Char-
lesworth, 1998). Apart from evolutive consequences, re-
combination could recover fitness from parental strains
(Lai, 1992) as in biological clones subjected to Mller's
ratchet (Escarmis et al, 1999), or fill the phylogenetic
gap between different subpopulations within patients
(Casado et al.,, 2001), or contribute to antiviral resistance
(Kellam and Larder, 1995; Moutouh et al., 1996).

Molecular epidemiological studies have revealed the
importance of recombination in the natural history of
HIV-1. The first recombinant viruses detected were of
subtype E strains, and were, in fact, A-E recombinant
viruses or a circulating recombinant form (CRF01), ac-
cording to the approved nomenclature of isolates (Korber
et al, 1998). In Africa, all HIV-1 types and subtypes are
present and frequently cocirculate in the same region. In
some studies it has been estimated that between 10 and
20% of isolates are recombinant viruses (Kampinga et al.,
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1997; Hoelscher et al, 2001). Recombinant forms are
detected with increasing frequency and currently repre-
sent the most important challenge in the molecular epi-
demiology of HIV (Liitsola et al., 1998; McCutchan, 2000;
Thomson et al., 2000). Studies have been undertaken to
evaluate and quantify recombination in other retrovi-
ruses using reporter genes in artificial constructs (Hu
and Temin, 1990a) and also in vitro in HIV-1 (Kuwata et
al., 1997).

We have carried out a comparative study on HIV-1
recombination in an /n vitro model by cocultivating two
strains from subtypes B, D, and F in MT-4 cells. The
amounts of parental and recombinant viruses in the viral
cocultivations were estimated at two time points, and
kinetic and clonal analyses were carried out to evaluate
the nature and dynamics of the different genetic forms in
the cocultivations.

RESULTS
Biological characterization of the strains

Before establishing the viral cocultivations, we biolog-
ically characterized the strains to select those with sim-
ilar characteristics. All the viruses had the syncytium-
inducing phenotype and were able to form plagues in the
MT-4 plaque assay. They were titrated in tissue culture-
infective doses (TCIDg) and in plaque-forming units
(PFU) in MT-4 cells. All viruses displayed similar titers
(summarized in Table 1). MT-4 cells, which express the
CXCR4 but not the CCR5 coreceptor, were used for the
cocultivations. The coreceptor usage of the strains is
also shown in Table 1 (Bjorndal et al., 1997; Doms et al.,
1998). All strains used as main coreceptor the CXCR4
molecule, although subtype D strain 92UG24 could use
other minor coreceptors such as CCR8, V28, and CCRS,
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TABLE 1

Biological Characteristics of the Strains

Strains Subtype Biotype® Coreceptor® Titer TCID50/ml Titer PFU/ml
LAI B Sl—x4 CXCR4 1.8 X 10° 1.8 X 10°
RF B SI—X4/R5 CXCR4-CCR5 1.8 X 10°

92UG24 D SI—X4 CXCR4, CCR8°, V28°, CCR3" 4.2 X 10° 1.75 X 10°
93BR20 F SI—X4/R5 CXCR4-CCR5 5.6 X 10° 8 x 10*

“The biotype is characterized by the Sl, syncytium induction in MT-2 cell phenotype, and by the coreceptor usage X4 for CXCR4 and R5 for CCRb.

" Data from Trkola et al, 1998, Rucker et al,, 1997, Bjorndal et al, 1997 and Doms et al., 1998.
° Indicates that the coreceptor used was determined only by fusion assays rather than by virus infection.
“The virus isolate used the CCR3 coreceptor, whereas the cloned env from this isolate did not (Bjérndal et al, 1997).

and subtype F strain 93BR20 was dual tropic (CXCR4—
CCR5).

To analyze the viral replication of each strain, RT ac-
tivity in the culture supernatant and cell viability were

monitored; the results are shown in Figs. 1A and 1B, 20000+
respectively. As can be seen, the four strains displayed
similar kinetics and levels of RT activity, although sub- 15000-
type D strain had a peak of RT activity on day 9 postin- _
fection. The MT-4 cell viability data showed very similar 2 100004
profiles of cell death, indicating a similar viral replication.
D . T . : 5000+
etection and quantification of the different HIV-1
proviral DNAs present in the viral cocultivations
The study of /n vitro HIV-1 recombination was carried 0 0 é

out by cocultivating different combinations of strains in
MT-4 cells. Four virus combinations, three inter-subtype
(B/D, B/F, and D/F) and one intra-subtype B (LAl and RF
strains), were evaluated. To detect and quantify the dif-
ferent species present in each viral cocultivation, a set of

A RT activity

days post infection

B Cell Viability

specific primers was designed (see Materials and Meth- 1 —=-B
ods). The two types of recombinant genome were de- 00+ '§'='-:-:-\

tected using crossed primers. The specificity of each ~ 804 \\ \ -a- D
primer combination was tested, as can be seen in Fig. 2. ‘i\i ~ < \A\

We also checked that the PCR method performed with ,,? 60 '{. \\ —-F
crossed primers amplified the two types of recombinant 3 . \\\

genomes, but the technique failed to yield amplification .g 40- T~ N <\A

from a mixture of parental DNAs, as shown in lanes B+D Ny

and D+B of Fig. 2. One of the quantifications performed 204

for the B/B (LAI/RF) cocultivation on day 5 is presented in

Fig. 3. The quantification of the parental forms is shown 0 , , , ‘ |
in the top part of the gel and those of the two recombi- 0 2 4 6 8 10

nant forms are shown below. The regression lines of
each standard species of the RF, LAI, RF-Lai recombinant
(RL), and Lai-RF recombinant (LR) had associated corre-
lation coefficients (r?) greater than 0.89 (data not shown).

Analysis of the prevalence of the recombinant forms
during cocultivations

To study the prevalence of the recombinant forms in
the viral cocultivations, the latter were maintained and

days after infection

FIG. 1. Kinetics of viral replication of viruses in MT-4 cells. The
kinetics of the viral replication of each strain used in the viral coculti-
vations were analyzed in single infections in MT-4 cells as described
under Materials and Methods. The viral replication in (A) was mea-
sured by the RT activity assay, performed as indicated under Materials
and Methods, and as previously described (--:). The intensity of the
radioactive spot was quantified with the help of the PC Bas program
and the titers were expressed in arbitrary PSL units. (B) Cell viability
measured with the trypan blue dye.
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FIG. 2. Analysis of specificity of primers used to detect different
genomes in the B/D cocultivation by PCR. To detect the different
proviral DNAs in the cocultivation, two pairs of specific primers were
synthesized to amplify by PCR the parental strains B and D. All primers
are designated with an arrow and a lowercase letter, indicating the
subtype or strain they amplify. In the left-hand gel, we used primers
specific for subtype B, as indicated by the arrows above the gel. Lane
B shows the band obtained with the DNA of a subtype B culture. Lane
D shows the lack of amplification of the PCR with these primers with
DNA from a subtype D culture but they could amplify DNA from B/D
cocultivation, as shown in lane B/D. The gel on the right shows the
result of the amplification of recombinants using crossed primers,
indicated by the arrows at the top of the gel. On the left, the primers
used were upstream b and downstream d, and the reciprocal combi-
nation on the right. In lane B/D, we can see the band corresponding to
the amplification of proviral DNA from the B/D cocultivation. These
crossed primers were unable to amplify DNA from a 50:50 mixture of B
and D DNAs, as shown by the absence of a band in the B+D lane. The

right-hand part of the gel shows the similar results obtained with the
reciprocal primers.

evaluated on days 5 and 22; the results are shown in
Tables 2 and 3, respectively. By day 5, recombinant forms
were detected in all the cocultivations performed; their
proportions are summarized in Table 2. In the B/D mix-
ture we found 8% of recombinant genomes, with 5%
corresponding to the BD recombinants (i.e., the 5’-end is
of subtype B and the 3’-end is of subtype D) and 3% to
the DB genomes. The recombinant genomes were iden-
tified in the same way thereafter. A total of 2.6% recom-
binant species was estimated to be present in the B/F
cocultivation. Almost all of them were of the BF type,
while a very small number were of the FB type. In the D/F
subtype combination, only 0.6% of recombinants were
detected, all of which were of the DF type. In the study
carried out on subtype B, 11% of genomes were esti-
mated to be recombinant, 10% corresponding to the LR
type and 1% corresponding to the RL genomes. The low
percentage of recombinants in D/F culture can be ex-
plained by the very unbalanced proportion of parental
viruses in the cocultivation (see Table 1), which reduced
the possibility of cell coinfection. In the group of strains
studied, we found a good inverse relation (with an r?
value of 0.87) between the proportion of recombinants
and the genetic distance between strains.

The viral cocultivations were maintained for 22 days
and the recombinant forms were again quantified at the
end of the culture. The results from day 22 are shown in
Table 3. All the recombinant forms present in significant
percentages on day b displayed higher percentages on

day 22, except in the D/F cocultivation, in which the
recombinant forms became undetectable. Total recom-
binant percentages rose from 8 to 22% in the B/D (2.8 X),
from 2.6 to 17% in the B/F (6.5X), and from 11 to 22%
within subtype B (2X). In two viral combinations, B/D and
B/F, the increase in recombinant forms yielded higher
percentages than one of the parental strains (see Table
2). In the B/F combination the proportion of parental B
strain on day 22 had decreased but had not yet been
exceeded by the recombinant forms (see next para-
graph). All quantifications were derived from the analysis
of approximately 25% of the proviral genome.

Kinetic analysis of the viral forms present in the
cocultivations

To extend the study of the dynamics of the prevalence
of the recombinant forms arising during viral cocultiva-
tion, we analyzed the B/F and B/B (Lai/RF) combinations
at different times (Figs. 4A and 4B). We observed that the
total percentage of the recombinant forms increased

1 | 1 r, <&
e e
~ B T
standard sample standard sample

standard sample standard sample
L. l —~— N -

N 4

FIG. 3. PCR Quantification of the different HIV-1 proviruses found in
the B/B cocultivation. Proviral DNA obtained from supernatant of day 5
in the RF/LAI culture was used to amplify the four different species LAI,
RF, and recombinant forms, LR and RL. An arrow with a lowercase letter
on top indicates the primers used for the amplification of the different
DNAs. For example, the lowercase | identifies the LAI strain-specific
primer. In each part of the gel is shown the quantification of each
genomic form grouped by a brace. The left part of each group shows
the amplification obtained with decreasing dilutions of the correspond-
ing standard plasmid of each species. The dilutions and the PCR
conditions are described under Materials and Methods. The same
DNA obtained from the cocultivation was used to quantify the Lai and
RF strains and the recombinant forms.
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TABLE 2

Quantification of the Parental and Recombinant Species Present in the Supernatants of the Cocultivations on Day 5

B/D?® % 8 B+ F° % 8 D+ F° % 8 LAl + RF? % 8
B 73 8.1 B 37 8.1 D 94 2.1 LAl 53 11.1
D 18 3.8 F 60 8.8 F 5 3.3 RF 36 12.2
Rec BD 5 3.4 Rec BF 2.4 2.5 Rec DF 0.6 0.8 Rec LR 10 2.0
Rec DB 3 3.1 Rec FB 0.2 0.2 Rec FD 0 0.0 Rec RL 1 2.3
> BD + DB° 8 > BF + FB 2.6 > DF + FD 0.6 > LR + RL 11

Note. Percentages in this table are the means and standard deviations (8) of three independent quantifications. Values were obtained, as described
under Materials and Methods, by comparison with the corresponding standard (as shown in Figs. 2 and 3).

? Cocultivation of subtype B (strain LAI) and subtype D (strain UG24).

® Cocultivation of subtype B (strain LAI) and subtype F (strain 93BR30).

° Cocultivation subtype D (strain UG24) and subtype F (strain 93BR30).

? Cocultivation within subtype B (strain LAl) and (strain RF).
¢ Total percentages of the two recombinant forms.

with time in both viral cocultivations, reaching higher
proportions in the B/B mixture than in the Lai parental
strain. In the B/F cocultivation, the proportion of the
parental subtype F strain (93BR020) diminished and by
day 22 it had almost been surpassed by the recombinant
forms (see Fig. 4A). The determination of the proportion
of each of the four viruses in the culture allowed the
regression line of each species to be calculated. The
slope thus obtained may be considered to be a measure
of the fitness of each virus (Holland et al., 1991; Yuste et
al., 1999). In the B/F cocultivation, B virus had a slope of
0.74 = 0.41; F virus had a slope of —1.43 % 0.43, and the
total recombinant forms had a slope of 0.72 = 0.07. In the
B/B (Lai/RF) cocultivation, Lai virus had a slope of
—1.37 £ 0.98, that of RF virus was 0.26 = 1.01, and the
slope of the total recombinant forms was 1.11 = 0.03. The
lower fitness of one of the parental strains in these viral
combinations explains the loss of the parental viruses
and the dominance of the recombinant forms.

Phylogenetic analysis of recombinant viruses arising
in the B/D cocultivation

To study the nature of the recombinant viruses arising
in the viral cocultivations, 22 biological clones were
obtained from the supernatants of the B/D combination
on days 9 and 22. They were sequenced and analyzed as
explained under Materials and Methods. The phyloge-
netic trees derived are shown in Fig. b. In the env gene
tree, three viruses (22-8, 9-65, and 9-27) were in
branches rooted between the parental strains identifying
them as possible recombinant genomes. In the tree
corresponding to po/ gene, we observed more recombi-
nant genomes, of which some, such as 9-41, 22-8, 22-63,
22-82, and 22-90 or samples 22-24 and 22-28, formed
clusters. From this phylogenetic analysis it is evident that
more recombinant events occurred in po/ gene than in
env gene.

To map the break points and confirm the recombina-

TABLE 3

Quantification of the Parental and Recombinant Species Present in the Supernatants of the Cocultivations on Day 22

B/D® % 5 B+ F° % 5 D+ F? % 5 LAl + RF° % 8
B 70 B 62 55 D 98 1 LAI 9 5.6
D 7 F 21 6.1 F 2 0.6 RF 68 4.5
Rec BD 20 Rec BF 14 6.3 Rec DF 0 04 Rec LR 18 8.8
Rec DB 2 Rec FB 3 1.8 Rec FD 0 0.0 Rec RL 5 2.4
> BD + DB’ 22 > BF + FB 17 > DF + FD 0 > LR + RL 23

Note. Percentages in this table are the means and standard deviations (8) of three independent quantifications. Values were obtained, as described
under Materials and Methods, by comparison with the corresponding standard (as shown in Figs. 2 and 3).

? Cocultivation of subtype B (strain LAI) and subtype D (strain UG24).

® The standard deviation could not be calculated because only one cocultivation was carried out in this combination of viruses.

 Cocultivation of subtype B (strain LAI) and subtype F (strain 93BR30).
¢ Cocultivation of subtype D (strain UG24) and subtype F (strain 93BR30).

¢ Cocultivation within subtype B (strain LAI) and (strain RF).
"Total percentages of the two recombinant forms.



396 IGLESIAS-SANCHEZ AND LOPEZ-GALINDEZ

A B/F cocultivation

- -

- F

--+-- BF recombinants
-~- FB recombinants
—— Total recombinant

Days post infection

30

B LAI/RF cocultivation

100+

%

---=-- RF

--+--LR recombinants
--—- RL recombinants
—— Total recombinant

Days post infection

FIG. 4. Kinetic analysis of the B/F and the B/B (LAI/RF) cocultivations. Quantifications of the B/F and B/B cocultivations, performed on different days,
are shown. The previously described quantifications were carried out on days 5, 9, 19, and 22 for the B/F cocultivation (A) and on days 8, 17, and 22
for the B/B (LAI/RF) cocultivation (B). The graph illustrates the percentages of the four genetic species and the total recombinant forms over time.

tion in the clones, sequences from the different recom-
binant viruses were analyzed with Simplot and Mega-2
programs. We found three break points in the env region
and 17 break points in the RT in po/ gene. Of the break
points in RT, clones 9-41, 22-8, 22-24, 22-82, and 22-90
shared one recombination point, indicating a possible
common ancestor (see Fig. 6). However, all these clones
differed from clone 9-41 in other crossovers in RT except
virus 22-82, which was distinct in env gene. These re-
sults corroborate the frequent occurrence of new recom-
bination events in recombinant clones.

Genetic characterization of the recombinant viruses
from the BD cocultivation

The maintenance of the cocultivations for 22 days
allowed the study of the prevalence of the recombinant
and parental viruses competing in the same medium. In
Fig. 6 we present the genetic characterization, in five
genomic regions, of the biological clones obtained on
days 9 and 22 in the B/D cocultivation. We observed a

random presence of the two parental sequences in the
viruses of day 9 in the five different regions analyzed. It
is of particular note that by day 22, the frequency of
parental sequences had departed from this random dis-
tribution in po/ and env genes. In po/ gene (fragment 2 in
Fig. 6), three of the viruses had B sequences (frequency
of 0.23), three were subtype D (0.23), and seven were
recombinant forms (0.563). In env gene (fragment 3), sub-
type B sequences were found in 10 of the clones (0.72),
subtype D in 2 (0.13), and also one recombinant se-
quence (0.08) were detected. In region 4 at the 3’-end of
env gene, 10 clones were B (0.72) and 2 clones were D
(0.13). Thus, over only 13 days of cocultivation, we ob-
served a dramatic change in the frequency of the paren-
tal sequences in po/ and env genes in the recombinant
viruses. From the selection of the sequences of the two
subtypes in the clones analyzed we deduced that sub-
type B gp120 protein was fitter than the gp120 of subtype
D. Furthermore, recombination does not seem to be
promoted in this fragment of the gp120 protein. In con-
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FIG. 5. Phylogenetic trees derived by the Neighbor-Joining method
corresponding to the sequences from the clones obtained from the B/D
cocultivation on days 9 and 22. Clones were picked in an MT-4 plaque
assay as indicated under Materials and Methods and designated by
two numbers. The first indicates the day and the second indicates the
clone number. Clones obtained on day 9 are named 9-16, 9-27, 9-41,
9-48, 9-65, 9-77, 9-79, 9-138, and the 14 recovered on day 22 were
designated 22-2, 22-8, 22-24, 22-28, 22-31, 22-34, 22-43, 22-47, 22-63,
22-67, 22-82, 22-83, 22-87, and 22-90. The upper tree corresponds to the
sequences in env gene and the lower one to the RT sequence in po/
gene. The start of the env tree corresponds to the clones 22-2, 22-24,
22-28, 22-31, 22-34, 22-63, 22-67, 22-82, 22-83, 22-87, 22-90, 9-16, 9-48,
and 9-138. Numbers on the trees indicate the bootstrap value derived
from 199 replicates. Bars represent 10% genetic variation in env tree
and 1% in po/ gene.

trast, recombinant forms and subtype D were the domi-
nant forms in the RT protein, given that on day 9, only one
recombinant was detected, but seven were present on
day 22. Thus, this study has demonstrated the rapid

incorporation of proteins or protein fragments from the
two subtypes into the viruses through genetic recombi-
nation.

DISCUSSION

In this study we have quantified and analyzed the
appearance of recombinant viruses with HIV-1 strains
from B, D, and F subtypes in MT-4 cocultivations. Pro-
portions of the diverse genetic forms produced in the
viral cocultivations were determined on proviral DNA
obtained from secondary cell cultures infected with viral
cocultivation supernatants. This procedure was adopted
because RT-PCR produced unspecific recombinant ge-
nomes from the mixture of two parental RNAs (data not
shown), as previously described (Fang et al,, 1998). The
estimation of the amounts of recombinant viruses in the
secondary culture has the advantage that the detected
provirus comes from the infective viruses in the super-
natant of the viral cocultivation. The quantity of recombi-
nant viruses in the secondary viral culture reflects the
infective viruses produced in the cocultivation.

The quantification of parental and recombinant ge-
nomes in the cultures was based on PCR methodology.
The amplification of the standard plasmid serial dilutions
from each proviral DNA was linear (see Figs. 3 and 4),
and the r’ values were greater than 0.90 in 85% of the
cases. Quantification was carried out with the dilutions
close to the limiting dilution where a better linear corre-
lation exists. In addition, to minimize the variability of the
assay, all amplifications were performed on the same
proviral DNA dilution in parallel amplifications, and each
quantification was carried out in three independent ex-
periments. The estimated value is the mean of the three
replicates (see standard deviations in tables). The quan-
tification performed yields a percentage with respect to
the parental strains and is thus a relative estimate. The
PCR system with crossed primers employed to detect the
recombinant forms does not identify all possible recom-
binant viruses; it discriminates those in which the se-
quences hybridizing with the primers belong to different
strains, but not recombinant genomes with an uneven
number of internal crossovers. It should be stressed that
the recombinant genomes we detected in the study are
not a single homogeneous population but rather a col-
lection of the different recombinant forms present in the
culture.

For recombination to occur, the first and most limiting
factor is the coinfection of the same cell by two different
viruses. This depends on the multiplicity of infection
(m.o.i.) and the characteristics of the infecting viruses.
The strains selected for the study displayed similar
growth and biological characteristics, including corecep-
tor usage, as shown in Fig. 1 and Table 1. Strains with
similar replication dynamics will favor cell coinfection,
whereas viruses with a very rapid replication cycle will
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FIG. 6. Schematic representation of genetic characteristics in different genomic regions of biological clones from B/D cocultivation. In this
characterization we considered the 1618—1769 region of gag gene corresponding to the p24 protein (labeled 1) and the region of 6890-7067 (labeled
4) in the 3'-end of env gene both analyzed by length variation of the amplicons. Two regions were sequenced, one in po/ gene (2101-2714) (labeled
2) and another in env gene (5850-6649) (labeled 3), and finally, the amplification of the downstream primer in position 8200 in env gene (labeled 5)
used in the PCR amplification. Each line represents the genome of each of the clones analyzed. The first line represents the genotype of the parental
subtype D 92BR020 strain, which is identified by the dark hatching; in the bottom line the genotype of the LAl strain is identified by the light shading.
The number on the left identifies the clones that were picked on day 9, in the upper part, and those selected on day 22, at the bottom. Numbers at
the top of the graph identify the genomic region analyzed; the techniques used are listed beneath. On day 9, in the gag gene of the seven clones
analyzed, four were subtype B (frequency of 0.57) and three (0.43) were subtype D. In po/ gene this distribution was 2 B (0.24), 4 D (0.57), and one
recombinant form (0.14). In env gene the distribution was again 3 B (0.43) to 3 D (0.43) and one recombinant (0.14). On day 22, in region 1 (gag gene)
of the 13 clones analyzed, 6 were B (0.46) and 7 were D (0.54). However, in po/ gene the proportion was 3 B (0.23), 3 D (0.23), and seven recombinant
forms (0.563) were detected. In env gene the subtype B sequences found in the clones were 10 (0.72) and only 2 D (0.13), and 1 (0.08) recombinant
sequence was detected. In region 4, 10 clones were B (0.72) and 2 D (0.13). Finally, in region 5, the distribution was six clones of subtype B (0.77)
and five clones of subtype D (0.33).

dominate the culture and displace the other virus. This
could have occurred in the D/F cocultivation. On day 5,
virus D replicated more rapidly and made up 94% of the
culture, whereas virus F constituted only 5% of the total
(see Table 1). Only 0.6% of recombinant genomes were
detected. The proportion of parental strains was similar

on day 22 with 98% of subtype D genomes and 2% of
subtype F, but no recombinant genomes were detected.
Thus, the dissimilarity of the viral replication cycle is an
important factor that could account for the lack of recom-
bination. However, we do not know the cause of the
difference in the viral replication of the D/F combination
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because there was no such difference in the D/F com-
bination, in which there was, in fact, a high percentage of
recombination. Moreover, there were no significant dif-
ferences in the viral dynamics between any of the strains
tested on day 5 (see Table 2 and Fig. 1).

Factors other than cell coinfection may be also oper-
ating to cause the appearance of recombinant viruses.
The first factor to be considered is the homology of the
viral sequences, as previously described in spleen ne-
crosis virus (SNV) (Zhang and Temin, 1994). There is
evidence that the similarity of the sequences is important
for recombination because, on day 5, we found a signif-
icant inverse correlation between the genetic distance
and the proportion of recombination. Moreover, in the
clonal analysis with the B/D combination we recorded
more recombination events in po/ gene (13) than in env
gene (2) (see Fig. 6) because in general env displayed a
two- to three-fold greater degree of divergence than did
pol (Quifiones-Mateu and Domingo, 1999). Among other
factors that could be intervening in the generation of
recombinant viruses is the physicochemical stability of
the heterozygous virions, because of the more labile
interaction or hindrance between proteins and nucleic
acids from different subtypes. This interaction is also
related to the genetic distance.

The clonal analysis performed in the B/D cocultivation
on days 9 and 22 allowed us to examine whether the
dominance of the recombinant genomes was due to
clonal expansion of variants with greater fitness or to the
generation of new variants. The phylogenetic trees in the
two genes analyzed, shown in Fig. 6, displayed a wide-
spread presence of independent sequences, but also
five viruses (20%) formed a cluster in the pol/ tree. The
analysis of the crossovers performed by the Simplot
program confirmed these results detecting 19 break
points among the clones, although a common break
point was found in the viruses forming the cluster in pol.
Thus, in the recombinant viruses present on day 22 in the
cocultivation, the majority of the clones resulted from the
generation of new recombinant viruses rather than to
clonal expansion.

The changes observed in the proportions of the se-
quences found in the cocultivations are a reflection of the
relative presence of the two proteins of the subtypes. No
changes were observed in gag (fragment 1) over time.
However, in the env fragment 3, the increasing domi-
nance with time of the subtype B gp120 protein, from 3 of
7 (0.43) on day 9, to 10 of 13 (0.77) on day 22, implies that
it is fitter than subtype D protein. In contrast, in the
reverse transcriptase, the viral cocultivation resulted in a
substantial presence of recombinant proteins in which
subtype D was dominant. These results indicate that
recombination is favored in reverse transcriptase but not
in gp160, and that subtype D reverse transcriptase and
subtype B gp160 displayed higher fitness in this viral
combination. The result in the env region suggests

that the diagnostic PCR fragment, which also in-
cluded one of the hot spots defined by Jetzt et al. (2000),
with 22% recombination, lies outside the sequenced
region.

In this in vitro study, in spite of the limitations of the
culture system, we have obtained several results that
could further our understanding of the natural history of
HIV-1. We found that gp120 from subtype B was selected
over subtype D in the B/D cultivation. In contrast, we
detected more recombination in the RT protein where
subtype D protein predominated over subtype B. Al-
though these differences were derived from a small
number of clones and time points, these results never-
theless illustrate the selection of some inter-subtype
recombinant genomes. /n vivo, in the circulating recom-
binant forms (CRFs), crossovers are found frequently at
the 5’-end of the RT (see http://www.lanl.gov). This result
could also be the consequence of secondary structures
in the RNAs (Wooley et al., 1998). There were very few
break points in the sequenced region at the 5’-end of the
gp120, as also happens occasionally in vivo (2 of the 14
CRFs). Our results confirm that some regions are more
prone to recombination than others, as previously de-
scribed (Jetzt et al., 2000). Additionally, as shown in the
D/F combination, some recombinant viruses are gener-
ated with greater difficulty because of the differences in
the viral cycles. One of the most important results of the
study is the observation of the dominance of recombi-
nant forms over one of the parental viruses, as was seen
in the three combinations with significant recombination
(see Table 2). This is supported by the dynamic analysis
performed in the B/B and B/F combinations and by the
fitness values of the recombinant forms in relation to the
parental strains. The evolutionary consequence of the
loss of one parental virus is a population with smaller
genetic distances between sequences but with higher
heterogeneity because of the generation of recombinant
forms and the production of overall genetic convergence.
In this scenario of more similar sequences, new recom-
bination events are favored.

It is important to highlight that in our quantification
system, we have only screened approximately 256% of the
genome (2400 nucleotides in env gene out of the 9400
nucleotides of the proviral genome). Although we have
obtained evidence that recombination occurs preferen-
tially in defined regions, if the high percentages ob-
tained could be extrapolated to the complete ge-
nome, then almost all genomes would be recombinant
by day 22.

In summary, the results of an in vitro study have pro-
vided insights into the quantification, dynamics, preva-
lence, and nature of recombinant viruses, and the evo-
lutionary consequences of recombination, which could
further our understanding of the natural history and bi-
ology of HIV-1.
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MATERIALS AND METHODS
Cells and viruses

Cocultivations of two HIV-1 strains were carried out in
MT4 cell cultures grown in RPMI with 10% fetal calf
serum. Lai and RF strains were used for subtype B; for
subtype D we employed strain 92UG24, and we em-
ployed strain 93BR020 for subtype F. All strains were
obtained from the UNAIDS/NIH/AIDS repository.

Biological characteristics of the strains

The strains were selected on the basis of them having
similar biological properties such as coreceptor usage,
virus titer, infectivity, and virus production. Viral strains
used the CXR4 coreceptor and formed syncytia. They
were grown in MT-4 cells and titered in an MT-4 plaque
assay, as described in Harada et al, 1985 with modifi-
cations (Sanchez-Palomino et al., 1993b), and by employ-
ing the TCIDs, method of Spearmann and Karber. RT
activity was measured in 10 ul of the cocultivation su-
pernatant, essentially as described in Victoria Johnson,
1990. Cell viability was calculated by the trypan blue dye
method.

Viral cocultivations

Four cocultivations of two viruses were studied, three
of them between subtypes B/D, B/F, and D/F, and one
within B subtype. MT-4 cells (2 X 10° were simulta-
neously infected with two HIV-1 strains, at an m.o.i. of 0.1
PFU/cell for each virus. Both viruses were mixed prior to
the addition to the cells, adsorbed for 1 h and 45 min at
37°C, and later removed by centrifugation. The cell pellet
was washed with PBS and resuspended in fresh me-
dium. Viral infections were maintained for 22 days with
the addition of cells when the cytopathic effect was
evident: 2 X 10° cells on day 5, and 5 X 10° cells on days
9, 13, 16, and 19. Supernatants from the cultures were
recovered on days b, 9, 13, 16, 19, and 22, and the cell
pellet was recovered on day 22. Intra-B subtype (Lai/RF)
cocultivation was carried out under the same conditions,
although cells were added on days 8, 13, and 17 and
recovered on day 21, due to the different dynamics of
viral replication.

Detection of recombinant viruses

To detect the recombinant forms arising in the viral
cultivations, cell cultures infected with 500 ul of the
supernatants on days b, 9, 13, 16, 19, and 22 were used
to infect fresh 5 X 10° MT-4 cells. DNA was extracted
from these cells and recovered 24 h postinfection by
standard techniques. It was quantified at 260 nM and the
HIV-1 proviral DNA was estimated. Exceptionally, due to
low cell numbers, DNA from the Lai/RF cocultivation on
day 5 was extracted with a kit (Instagene, Bio-Rad, CA).

The different proviruses in the cultures were detected

by specific PCR amplification in env gene in a region of
approximately 2500 nucleotides from the signal peptide
to 100—200 nt before the end of gp41 protein. To amplify
the HIV-1 proviral DNA from the different strains, a set of
different primers was designed. Every primer pair was
specific for each virus and did not amplify the other virus
in the cocultivation. The recombinant forms were de-
tected using crossed pairs, one primer from each of the
parental viruses (one up and another down), as previ-
ously described (Kuwata et al, 1997). The B-specific
primers in the B/D cocultivation were 137B, 139B and
155D, 154D for D amplification. In the B/F culture, primers
137b and 143b were used for the amplification of subtype
B and 141f, 142f for F To detect the presence of D
subtype, primers 1565d and 154d were used, and primers
146f, 142f for the detection of subtype F in the DF cocul-
tivation. Within subtype B, primers 137B, 143B were spe-
cific for LAl and primers 273R, 274R for RF strain. The
sequence and localization of the primers is as follows:

137B (5'-GTGAAGGAGAAATATCAGCA-3’, nucleotides
(nt) 5811 to 5831)
139B (6'-CTGCTATGGCTGTGGCAT-3', nt 8265 to 8247)
165D (5'-CTGTGTCACTTTAAACTGCATTGAAT-3', nt
6175 to 6201)
164D (5'-TCCTGAATCCAATACTGGAG-3’, nt 8218 to 8198)
143B (6'-TCTACAAGCTCCTTGTACTA-3', nt 8314 to 8294)
141F (6'-TGAGGGGGATGCAGAGGAA-3’, nt 5810 to 5829)
142F (5'-TCTACCAGCTCTTTGCAAAG-3’, nt 8314 to 8294)
146F (5'-GGGGAAGTGGGGCCTTTTAT-3', nt 5840 to 5860)
273R (6'-TGATGGAGATGAGGAAGAA-3', nt 5811 to 5830)
274R (5'-GTGAAGAAAAGCTCTAAGAA-3', nt 8308 to 8327)
The nucleotide position of the primers in the genome is
in relation to the HXB2 sequence (Ratner et al., 1985)
Amplification was carried out for the B/D, B/F, and D/F
cultures with the following amplification cycles: 94°C/2
min and 10 cycles of 95°C/45 s, 60°C/1 min, and 72°C/4
min, followed by 25 cycles of 95°C/45 s, 565°C 1 min,
72°C/4 min, and a final incubation at 72°C for 10 min.
The B/B (RF/LAI) amplification was similar, but hybridiza-
tion temperatures were 63 and 57°C, respectively.

Quantification of the proviral species by quantitative
PCR

To quantify the parental and recombinant forms
present in the different cultures, control plasmids were
constructed, inserting amplicons obtained from PCR car-
ried out with specific primers for the parental viruses and
with crossed primers for the recombinant viruses (see
Fig. 2). Amplicons were cloned in plasmid pCR.2.1 using
the TA cloning kit (Invitrogen CA). In each viral coculti-
vation, quantification of each of the four proviral DNAs
was carried out on the same DNA sample obtained from
the coculture. The two parental strains and the two
recombinant forms were quantified by comparison of
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serial dilutions of total DNA from the coculture with
corresponding dilutions of the DNA standard (six tubes
of the standard and four of the culture). Quantification
was achieved by comparing the band intensity of each
amplified product with the corresponding control plas-
mid in 0.9% agarose gels in TAE. The intensity of the
bands was measured using a densitometer with the help
of the PC Bas program. An example of this procedure is
shown in Fig. 3. The proviral DNA copy number was
determined by extrapolating from the regression line
derived from the different DNA concentrations of the
corresponding control plasmid (data not shown). This
DNA quantification was carried out for each virus (the
two parental strains and the two recombinants species)
and the final copy number expressed as percentages.
This number is the mean of the three replicates. A total
of 278 lineal regressions was calculated, yielding r’
values greater than 0.95 in 69% of cases and greater than
0.90 in 85% of cases (data not shown).

Isolation and characterization of biological
recombinant clones

To isolate and characterize recombinant viruses, bio-
logical clones were obtained by the MT-4 plagque assay
of culture supernatants, as previously described (Harada
et al., 1985). Individual plagues were picked at random
and resuspended in 100 ul of complete medium and kept
frozen (—70°C) until analysis. DNA was extracted from
each clone in 20 ul of this medium following the In-
stagene kit (Bio-Rad) instructions. Recombinant viruses
were detected by PCR in the two genes, gag and env. To
this end the following primers were used: 117GD (5'-
CCCCAGACCTGAAGCTCTCTT-3" nt 1748 to 1768) and
118GU (5'-AGACAGGTTAATTTTTTAGGGAA-3' nt 1618 to
1645) in gag gene, and 114EU (5'-TCCTCAGGAGGGGAC-
CCAGAAA-3’, nt 6890 to 6912) and 115ED (5'-TTTTAT-
TCTGCATGGGAGGGTGAT-3" nt 7064 to 7040) in env
gene. The two primer pairs gave four amplicons of dif-
ferent sizes that could be resolved in 0.9% TAE agarose
gels. Gag primers gave fragments of 1562 nt for subtype B
Lai strain and of 117 nt for subtype D 92Ug24. The env
amplification produced fragments of 176 nt from B virus
and 167 nt for D strains. Eight plagues with a recombi-
nant genome were selected from the B/D culture super-
natant on days 9 and 14 recombinant from day 22.

Sequence analysis of the biological recombinant
viruses

Biological clones were characterized by nucleotide
seqguencing in two regions in po/ and env genes. These
regions included the two fragments with the most cross-
overs in the HIV-1 genome (Jetzt et al,, 2000). po/ gene
was analyzed from nucleotide 2102 to 2714 region cov-
ering a small fragment of protease and the first half of RT
up to residue 253. The primers used were 47RU (5'-

AGTAGGACCTACACCT-3" nt 2060 to 2075) and 20RD
(5'"-ACAGTCCAGCTGTCTTTTTCTGGC-3" nt 2866 to
2892). In env gene the region analyzed was from nucle-
otide 5850 to nucleotide 6648, including a fragment from
the signal peptide to the C2 region. The primers used
were 48EU (5'-TAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGC-3' nt
5778 to 5800) and 115ED (5'-GTTTTATTCTGCATGG-
GAGGGTGAT-3' nt 7040 to 7064). The sequenced frag-
ment was of 612 nt in the po/ region and of 798 nt in the
env region.

Sequencing was performed in an ABIl-prism 377. Se-
quences were aligned using the CLUSTALW program,
version 1.7 (Thompson et al, 1994), and subsequently
edited manually. Genetic distances tables were esti-
mated with Kimura's two-parameter algorithm and using
the MEGA2 program. Phylogenetic trees were con-
structed using the Neighbor-Joining method and edited
with the Tree View program.

Recombinant sequences and break points were ana-
lyzed with the help of the SIMPLOT program (Ray, 1999)
with a window of 200 nucleotides and a sliding step of 20
nucleotides. Genetic distances between the sequences
of strains were calculated with the MEGA 2 program
(Kumar et al., 2001) using sequences retrieved from the
Los Alamos database. Genetic distances were esti-
mated in 10.6% for the two B strains, 17% in the B/D
mixture, 21% in the B/F, and 21.9% in the D/F strains.
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