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Introduccién

1.1. Virus de la inmunodeficiencia Humana tipo 1 (VIH-1).

El VIH es el agente etioldgico causal del sidrome de inmunodeficiencia adquirida
(SIDA). Esta enfermedad se describid por primera vez en 1981 en varones jovenes
homosexuales, que padecian sarcoma de Kaposi y/o neumonia por Pneumocistis carinii. El
estudio de estos pacientes revelé que presentaban un cuadro de inmunodeficiencia
caracterizado por la disminucion de linfocitos T CD4". Los estudios epidemioldgicos
posteriores implicaron en la enfermedad a un agente infeccioso transmisible por sangre, por
productos sanguineos, contacto sexual, uso de drogas por via intravenosa y verticalmente de
madres a hijos (Luciw, 1996). La busqueda de este agente infeccioso tuvo sus frutos en 1983
cuando Barre-Sinoussi, Chermann y Montagnier, del Instituto Pasteur de Paris, aislaron un
retrovirus a partir de ndédulos linfaticos de un paciente con linfoadenopatia. Este retrovirus,
denominado virus de la linfoadenopatia (LAV), era capaz de replicar y causar efectos
citopaticos en cultivos de células mononucleares humanas de sangre periférica (CMSP)
(Barre-Sinoussi y cols., 1983). Pocos meses después, Gallo y colaboradores (Popovic y cols.,
1984) y Levy y colaboradores (Levy y cols., 1984) aislaron un retrovirus a partir de muestras
de pacientes con SIDA al que denominaron HTLV-III. Finalmente se decidié denominar al
virus que causaba el SIDA como virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). Dos afios méas
tarde fue aislado un segundo tipo de virus que producia SIDA en pacientes procedentes de
Africa Occidental (Clavel y cols., 1986). Actualmente se denomina VIH-1 a los virus
genéticamente relacionados con los virus que circulan en Asia, Europa, Oceania, América y
ciertas regiones de Africa 'y VIH-2 al conjunto de virus relacionados con el virus descrito por
Clavel que es prevalente en Africa Central y Occidental. Desde su identificacion hasta la
actualidad, el VIH se ha convertido posiblemente en el agente infeccioso que se ha estudiado

mas rapidamente y mas trabajos ha generado en toda la historia de la biomedicina.
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1.1.1. Familia retroviridae.

El VIH-1 se clasifica dentro del género de los lentivirus, perteneciente a la familia de
los retrovirus (retroviridae). Actualmente, la familia retroviridae se clasifica en siete géneros
(Tabla 1).

Los retrovirus forman un grupo muy heterogéneo de virus. Se caracterizan por tener
como material genético ARN de polaridad positiva y un intermediario replicativo de ADN de
doble banda, capaz de integrarse en el ADN genomico de la célula huésped. ElI nombre de
retrovirus viene del hecho de que poseen una replicacion caracteristica y diferente al resto de
los organismos vivos. Esta replicacion conlleva un proceso de transcripcion inversa, es decir
una conversion de ARN en ADN, catalizada por una ADN polimerasa denominada
retrotrancriptasa (RT) (Baltimore, 1970, Mizutani y cols., 1970). Otras caracteristicas
importantes que engloban a todos los retrovirus es la de poseer una organizacion genémica
comun, con tres genes estructurales gag, pol y env, que codifican para las proteinas

estructurales y un ciclo biolégico comun.
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Tabla 1. Clasificacion de la familia retroviridae (Murphy y cols., 1995).

Género Especie Tipo Especies (ejemplos)

Tipo B de mamiferos  Virus del tumor mamario de Virus del tumor mamario de
raton raton

Tipo C de mamiferos  Virus de la leucemiamurina  Tipo C de  mamifero
(VLMMo, VLFe)
Tipo C de reptiles (Retrovirus
de vibora)
Virus de la
reticuloendoteliosis

Tipo C de aves Virus de la leucosis aviar Virus del carcinoma aviar
Virus de la leucosis aviar
Virus de la mieloblastosis
aviar
Virus del sarcoma de Rous

Tipo D Virus de Mason-Pfizer Virus de Manson-Pfizer
Virus de Langur

Retrovirus VBL-VLTH Virus de la leucemia bovina  Virus de la leucemia bovina
Virus linfotropico-T humano
tipol
Virus linfotropico-T humano
tipo 2
Virus Linfotropico-T de simio

Lentivirus Virus de la inmunodeficiencia Lentivirus bovinos (VIB)
humana tipol Lentivirus equinos (VAIE)
Lentivirus felinos (VIF)
Lentivirus ovinos y caprino
(VAEC)
Lentivirus de primates (VIH-
1, VIH-2, VIS)

Espumavirus Espumavirus humanos Virus sincitial bovino
Virus sincitial felino
Espumavirus humano
Espumavirus simio
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1.1.2. Estructura del virion.

El virion es una particula esférica de entre 80 y 130 nm de didmetro constituida por
tres capas concéntricas: interna, intermedia y externa (ver figura 1B). La capa interna,
denominada nucleoide o core, tiene forma de cono truncado y esta constituida por la proteina
de la cépside (p24). En su interior contiene dos copias de ARN gendémico, de cadena sencilla,
polaridad positiva y de aproximadamente 9.8 Kb, que forman un complejo ribonucleoproteico
con las enzimas y las proteinas de la nucleocéapside. La capa intermedia, denominada matriz,
es de forma icosaédrica y estd constituida por la proteina matriz (p17). La capa externa o
envuelta est4 constituida por una membrana lipidica, derivada de la célula que ha infectado y

en su superficie se insertan las glicoproteinas gp120 y gp41.

Estas proteinas son traducidas a partir de diez transcritos distintos, generandose un
total de 15 proteinas viricas. Las proteinas del VIH-1 son traducidas por la maquinaria
celular. Tras la salida del virion inmaduro se produce el procesamiento de los precursores de
la nucleocépsida por la proteasa virica dando lugar al virion infeccioso maduro ( ver figura
1C).

1.1.3. Estructura del genoma

Todos los retrovirus contienen 3 genes estructurales denominados gag, pol y env que
codifican los componetes estructurales y enzimaticos de las particulas viricas. Ademas, el
genoma del VIH contiene otros 6 fragmentos de lectura abierta solapantes llamados tat y rev
(genes reguladores) y vif, nef, vpr y vpu (genes accesorios). En ambos extremos del provirus
integrado se localizan dos zonas idénticas denominadas regiones terminales repetidas (LTRs).
La union de diversas proteinas celulares a secuencias de ADN pertenecientes a las LTRs,

intervienen en la regulacion de la expresién de los genes del provirus.
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1.1.3.1. Genes estructurales

gag. la traduccion del gen gag da lugar a la poliproteina precursora Gag (p55), que
una vez procesada, da lugar a la proteina matriz (p17), la proteina de la capsida (p24) y las

proteinas de la nucleocépsida (p6 y p7).

pol el precursor pol se lee en la fase -1 respecto al precursor de las proteinas de Gag.

El precursor pol da lugar a la proteasa (p11), la retrotranscriptasa (RT) (p66/51) y la integrasa
(p32).

Durante el proceso de maduracion morfoldgica de la particula virica, se producen las
rupturas proteoliticas de los precursores de Gag y Pol catalizadas por la proteasa. Por otra
parte, la retrotranscriptasa posee actividad ADN polimerasa dependiente tanto de ARN como
de ADN vy actividad endonucleasa (Rnasa H). Finalmente, la integrasa tiene como funcion

fundamental la de integrar el provirus en el ADN celular actuando como una endonucleasa.

env. el producto primario del gen env es una proteina altamente glicosilada
denominada gp160. Esta proteina da lugar a la gp120 (proteina de superficie) y a la gp4l
(proteina transmebrana), como consecuencia de su proceasamiento por proteasas celulares.
Ambas proteinas se encuentran unidas en la superficie del virion por interacciones no
covalentes y son las responsables de que el virus pueda unirse a la membrana de la célula
hospedadora a través de la unidn al receptor CD4 y correceptores R5 y X4. En la
glicoproteina gp120, se encuentran los sitios de union de a los receptores celulares (Wyatt &
Sodroski, 1998) y la glicoproteina gp41 actia como anclaje a la membrana lipidica durante el

proceso de entrada del virus en la célula.

1.1.3.2. Genes reguladores

Los genes reguladores tat y rev tienen una gran importancia en la estructura genémica

del VIH-1 puesto que las proteinas que codifican, a pesar de su pequefio tamafio, son

esenciales para la replicacion viral en todas las células a las que infecta.
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tat. este gen codifica una proteina de 14 KDa cuya funcién fundamental es la de
aumentar extraordinariamente la replicacion del virus al unirse al elemento TAR localizado
en el extremo 5” de todos los transcritos del VIH-1 y posteriormente interactuar con factores

celulares.

rev. codifica una proteina de 19 KDa que facilita el transporte al citoplasma de los
ARN mensajeros mediante su unién a secuencias localizadas dentro del gen env denominadas

RRE (Rev Responsive Element).

1.1.3.3. Genes accesorios.

Cuando los genomas de los lentivirus de primates fueron caracterizados por primera
vez se definieron a los genes nef, vif, vpr y vpu (en el VIH-1) o vpx (en HIV-2 y SIV) como
auxiliares o accesorios puesto que parecian ser innecesarios para la replicacion viral en la
mayoria de los cultivos celulares estudiados. Actualmente, los denominados genes accesorios,
han sido reconocidos como esenciales no solo como factores importantes en la virulencia sino
que también juegan un importante papel en las interacciones entre los virus y su hospedador
(Trono, 1998).

nef. dentro de los retrovirus, este gen se encuentra solamente en el VIH y en el VIS.
Codifica una proteina miristilada de entre 27 y 35 KDa 'y es producida en grandes cantidades
en la fase temprana del ciclo bioldgico. Se han realizado numerosos estudios que ponen de
manifiesto la importancia de Nef en la replicacion y en la patogénesis del VIH in vivo
pudiéndose considerar que Nef es una proteina multifuncional con distintos dominios (Cullen,
1998). Aunque los mecanismos responsables de su importancia in vivo no han sido

establecidos claramente, si se han descrito un gran nimero de funciones de Nef in vitro:

B Regulacion negativa de los receptores CD4 y de la expresion de las moléculas del

complejo mayor de histocompatibilidad de clase | (MHC 1) en la superficie celular.
Estas dos acciones tienen una gran importancia en la patogenesis del VIH-1. La
regulacion negativa de las moléculas MHC | protege a las células infectadas del
ataque de los linfocitos T citotoxicos (CTLs) y de las células natural killer (NK)

(Cohen vy cols., 1999, Collins y cols., 1998). Mientras que la modulacion de los
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receptores CD4 contribuye a la induccion del aumento en la infectividad de los
viriones (Lama y cols., 1999, Ross y cols., 1999). El sitio de union a los receptores
CD4 se encuentra alrededor de los residuos 57-59, extendiéndose sobre la region

proximal del core de Nef.

B Aumento de la infectividad de las particulas virales.

La participacion del gen nef en el aumento de la infectividad de los viriones se ha
puesto de manifiesto con la comprobacion de que los virus con el gen delecionado son
menos infecciosos (Aiken & Trono, 1995, Miller y cols., 1994, Spina y cols., 1994).
Con el objeto de explicar esta observacién se han propuesto dos mecanismos
totalmente independientes. EI primero se deberia a la accion de la regulacion negativa
de los receptores CD4 (Lama y cols., 1999, Ross y cols., 1999), mientras que el
segundo se deberia a un aumento de la retrotranscripcion mediado por nef (Aiken &
Trono, 1995, Schwartz y cols., 1995)

B Interferencia en la transmision de sefiales intracelulares mediada por estimulacion

del receptor de células T.

La proteina Nef interacciona con serintreoninas y tirosinquinasas celulares (Baur y
cols., 1997, Sawai y cols., 1995) las cuales son componentes importantes en las
cascadas de sefializacion celulares en linfocitos T y macréfagos. Esto permite un
aumento en la actividad transcripcional de factores que regulan positivamente la
expresion del VIH-1 como el NFAT, NF-xB y AP1.

Ademas de estas interacciones, se ha descrito recientemente que Nef induce en los
macrofagos infectados la expresion y secrecion de la quimioquina MIP-1, que induce la
quimiotaxis y activacion de los linfocitos T en reposo. Esta activacion facilitaria la infeccion

productiva por parte del VIH-1 de los linfocitos T activados (Swingler y cols., 1999).

vif : Este gen se encuentra en todos los lentivirus a excepcion de los lentivirus equinos
(VAIE). Codifica una proteina de 23 KDa que es sintetizada durante las etapas finales del
ciclo bioldgico del virus y la expresion de su ARN mensajero es dependiente de Rev
(Schwartz y cols., 1991). La proteina Vif esta fosforilada en los residuos de serinas y

treoninas (Yang y cols., 1996) y juega un papel muy importante en la replicacion del virus.
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Experimentos realizados en monos, con mutantes en el gen vif del virus de la
inmunodeficiencia de simio (SIV), demostraron que éstos estaban muy atenuados en sus
propiedades replicativas y patogenas (Desrosiers y cols.,, 1998). Esto indicaria que
probablemente Vif es fundamental en el establecimiento de la infeccion y/o en el
mantenimiento de la replicacion in vivo.

Por otra parte, se han realizado numerosos estudios de la funcion de Vif in vitro. Los
problemas replicativos observados in vitro, que caracterizan a los mutantes defectivos en Vif
dependen de la linea celular que se realize el estudio (Gabuzda y cols., 1992, Sakai y cols.,
1993) (Sova & Volsky, 1993) y suelen producir éstos virus un menor efecto citopatico.
Atendiendo a este criterio se puede hablar de tres fenotipos diferentes cuando las lineas

celulares son infectadas con un virus delecionado en el gen vif :

B Células permisivas. Son aquellas lineas celulares como HelLa, MT-4, C8166 y
Jurkat, en las que aparentemente no se observa ningln tipo de defecto en la

replicacion del virus cuando son infectadas con virus defectivos en Vif

B Células no permisivas. Serian aquellas lineas celulares como CMSP, H9 y

macrofagos en las que los virus defectivos en Vif son incapaces de replicar.

B Células semipermisivas. Son aquellas lineas como SupT1l y CEM en las que los

virus defectivos en Vif son capaces de replicar a niveles intermedios.

vpr : Este gen codifica una proteina de 15 KDa la cual se expresa durante las etapas finales
del ciclo biolégico del virus. Esta presente durante las primeras etapas de la infeccién, puesto
que, mediante la interaccion con la region C-terminal de la proteina p6, se empaqueta dentro
de los viriones que estan saliendo de las células infectadas.

Se han descrito dos funciones fundamentales de Vpr in vitro :

B Translocacion nuclear del complejo de preintegracion viral (PIC) que contiene el
ADN proviral.

Se cree que la proteina Vpr participa en este proceso conjuntamente con las proteinas

virales de la matriz e integrasa y es necesaria para la infeccion de células que no se

dividen (Bukrinsky & Haffar, 1999)



Introduccién

B Induce y para a la célula hospedadora en la fase G2 de su ciclo celular (Poon y
cols., 1998).

Vpr inhibe la transicion de la fase G2 a la mitosis al impedir la activacion de la

quinasa celular ciclina B/ p34°

(Emerman, 1996).

que tiene un papel fundamental en este proceso

vpu : este gen codifica una proteina transmembrana de 16 KDa que tiene dos funciones

importantes en el ciclo biologico del VIH-1 :

B Incrementa la salida de las particulas virales de la superficie de las células
infectadas.

Esta funcion depende de la integridad de su dominio transmembrana y de su habilidad

para formar oligdmeros en el reticulo endoplasmico (Paul y cols., 1998, Schubert y

cols., 1996).

W Contribuye a la regulacion negativa de las moléculas de CD4 de la superficie de las
celulas infectadas.

En un principio se pensd que Vpu contribuia a la degradacion de las moléculas de
CD4 cuando formaban parte de complejos con el precursor de la proteina Env
retenidos en el reticulo endoplasmatico (Willey y cols., 1992b). Sin embargo, estudios
posteriores mostraron una eficiente degradacion de las moléculas CD4 en ausencia de
Env aunque quedaban retenidas en el reticulo endoplasmaético. Esto demostraba que la
proteina Env no estaba directamente involucrada en la degradacién de CD4, pero si
actuaba indirectamente al retener estas moléculas en el reticulo endoplasmatico
(Willey y cols., 1992a).

1.1.3.4. Regiones Terminales Repetidas ( “Long Terminal Repeat 0 LTRS”)

Las LTRs del provirus integrado tienen la misma secuencia nucleotidica y se localizan
en los extremos 5y 3" del VIH-1. En el extremo 3", parte de la RTR comparte la misma
secuencia nucleotidica que aproximadamente la mitad 3" del gen nef. La RTR se divide en

tres regiones: U3, R y U5, y contiene cuatro regiones funcionales relacionadas con la
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regulacion de la transcripcion del virus. Dentro de U3 se localizan tres de estas regiones: la
regién promotora o “enhancer” (- 105 a -79), la region basal o “core promoter”(-78 a-1) y la
region moduladora (-454 a -104. Importante : colocar numeracion del HXB2), que contiene
un elemento regulador negativo (NRE)( -340 a -184) denominado en un principio asi porque
deleciones en esta region aumentaban la replicacion del virus (Rosen y cols., 1985). Estudios
posteriores han demostrado que el NRE confiere una regulacion positiva y contiene sitios
especificos de union para factores de transcripcion celulares tales como USF, AP1, NFAT,
hLEF, Ets o RBF-1y 2 entre otros (Pereira y cols., 2000). Por otra parte, dentro de la region
R se encuentra la secuencia de la region de transactivacion denominada TAR (+1 a +60). El
elemento TAR se une a la proteina virica Tat y conjuntamente regulan la transcripcion de la
elongacion. La interaccion TAR-Tat da lugar a un complejo de estructura ternaria junto con

las proteinas celulares.

La region promotora o “enhancer” contiene dos sitios cuyas secuencias estdn muy
conservadas y que unen NFxB, tres sitios para Spl, un TATA box y un elemento iniciador.
La unién del factor de transcripcion celular NFxB a los sitios conservados de la LTR, activa
la transcripcion del VIH-1 en respuesta a un gran nimero de estimulos extracelulares como
proteinas viricas, ésteres de forbol y citoquinas (Gaynor, 1992).

Dentro de la regién moduladora, como ya habiamos visto, se encuentra la region NRE, donde
se localiza el motivo CAC(A/G)TG denominado E-box. Se ha demostrado que éste motivo es
un sitio de unién para el factor de transcripcion celular USF (Gregor y cols., 1990, Sawadogo
& Roeder, 1985). EI USF pertenece a la familia de factores de transcripcién “basic helix-
loop-helix/leucine zipper” y se encuentra constitutivamente expresado en un gran nimero de
tejidos (Chodosh y cols., 1986). EI USF, al unirse al E-box del virus y en cooperacion con
otro factor de transcripcion denominado Ets-1, activa la transcripcion del VIH-1 en la
mayoria de células T (di Fagagna y cols., 1995, Naghavi y cols., 2001, Sieweke y cols., 1998)

y en los macréfagos (Moses y cols., 1994).
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B

Figura 1.1.A. Microfotografia obtenida con microscopio electronico de las particulas viricas donde se aprecia la

estructura de las mismas.

Figura 1.1.B. Microfotografia obtenida con microscopio electronico donde se puede apreciar el momento de la

salida de una particula virica desde la superficie de una célula infectada. En la parte inferior se observa el virion
inmaduro.

(Ambas fotografias se han tomado de http://virologia.ua.es/mirror/frame.htm)
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1.2. Ciclo bioldgico.

El virus se une a la superficie celular mediante la interaccién de la glicoproteina gp120

con un receptor y un correceptor. Los principales receptores y correceptores son :

W El receptor principal es la molécula CD4, localizada en la superficie de los linfocitos T

colaboradores y en las células de la estirpe monocito-macréfago.

B Los correceptores serian los receptores de quimoquinas X4 (receptor de fusina), cuyo
ligando natural es la quimoquina SDF-1 y R5 que tiene como ligandos naturales a las
quimoquinas Rantes, MIP-1a. y MIP-1f (Fauci, 1996).

Tras la interaccion entre la gpl20 y sus receptores, se produce la fusion entre las
membranas celular y viral. Este proceso permite la internalizacion de la nucleocépside en el
citoplasma celular. Posteriormente tiene lugar la desencapsidacion del genoma viral y la
retrotranscripcion por parte de la RT de una de sus hebras de ARN a ADN de doble hebra
(Fields BN, 1990). Esta sintesis del ADN , que contiene una RTR en cada extremo, se lleva a
cabo en el complejo de preintegracion (PIC) y posteriormente el ADN con las LTRs es
transportado al ndcleo. En el nucleo, el ADN no integrado se encuentra en forma lineal o
circular (con una o dos LTRs). La forma lineal es la que se integra en el genoma celular
mediante la accion de la integrasa viral, constituyendo el provirus integrado. EI genoma del
virus integrado se convierte en una estructura estable, que puede permanecer indefinidamente
en el genoma de la célula huesped de forma latente, o bien replicandose a niveles bajos o bien

producirse una replicacién masiva con la consiguiente muerte de la célula infectada.

La iniciacion de la transcripcion supone la sintesis de un tnico precursor de ARN que
es utilizado como ARNm o como genoma. EI ARNm sufre un procesamiento en el extremo
5°de “capping” y en el extremo 3”es poliadenilado. Los transcritos son exportados entonces al
citoplasma donde tiene lugar la traduccion. Los ARNm procesados codifican las proteinas
reguladoras y los ARNm no procesados codifican las proteinas precursoras estructurales.

Posteriormente, tiene lugar el ensamblaje de los viriones, que implica la interaccion de
los tres dominios del precursor gag : en su extremo C-terminal o nucleocapside (NC) con el

genoma, en la porcion intermedia o capside (CA) con la region CA de otro precursor y en el
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extremo N-terminal o proteina matriz (MA) con la membrana celular. Finalmente adquiere la
envuelta y posteriormente se produce la salida de los viriones por gemacion. En los viriones
inmaduros se produce el procesamiento proteolitico del precursor gag-pol, mediado por la

proteasa viral, produciéndose de este modo el virion maduro ( ver Figura 1.2).
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Figura 1. 2. Ciclo replicativo del VIH-1. Modificado de (Turner & Summers, 1999).

15



Introduccién

1.3. Patogénesis de la infeccion por el VIH-1.

La patogénesis de la enfermedad que produce el VIH-1 es compleja y heterogénea
dependiendo de numerosos factores. El virus, tras su entrada, produce una infeccion primaria
y se expande por los 6rganos linfoides y otros tejidos del organismo del paciente infectado.
Tras dos o tres semanas post-infeccion, el sistema inmunolégico del hospedador produce una

gran respuesta mediada por CTLs y anticuerpos que lleva a una bajada en la carga viral.

Sin embargo, la gran variabilidad que posee el virus, le permite continuamente
escapar del control inmune y se establece una lucha constante entre la replicacion del virus el
control del sistema inmune el virus y el sistema inmunoldgico, produciéndose una infeccion
cronica. Esta fase suele prolongarse durante un periodo medio de 10 afios hasta que se
desarrolla la enfermedad clinica o sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) si no se
aplica un tratamiento antirretrovirico (Fauci, 1996). Algunos pacientes, sin embargo, son
capaces de controlar la infeccidn sin tratamiento y no progresar a SIDA durante mas de diez

afios (no progresores).

Este control de la enfermedad parece estar regulado por un equilibrio entre tres
factores:

a) Susceptibilidad genética a la infeccion por parte del huésped.

Aproximadamente entre un 25-30 % de los no progresores que se han mantenido

asintomaticos durante mas de 15 afios, y no han sido tratados con farmacos

antiretroviricos, presentan formas mutadas de los receptores celulares CCR5 (R5) y

CCR2 (Deany cols., 1996, Smith y cols., 1997).

b) Capacidad de la respuesta inmune por parte del huésped.

A grandes rasgos, parece ser que los no progresores tienen una mejor respuesta
inmune especifica que los progresores frente al VIH-1. Esta respuesta vendria dada
por una mayor actividad tanto de los linfocitos T cooperadores (Rosenberg y cols.,
1997) como de los linfocitos T citotdxicos (Greenough y cols., 1997, Harrer y cols.,
1996).
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c) Presencia de virus con capacidad limitada de replicacion.

La infeccidn con formas atenuadas de virus esta claramente asociada en algunos casos
con una progresion lenta o de la no progresion de la enfermedad. El ejemplo mas
evidente se ha observado en la denominada cohorte de Australia. A partir de un
donante de sangre infectado con un VIH-1 que presentaba una delecion importante en
el gen nef y que era asintomatico, se infectaron nueve personas (Deacon y cols.,
1995). Ocho de estos pacientes han continuado con una progresion lenta o sin ninguna
progresion en el transcurso del tiempo, y todos ellos se caracterizan por tener formas
defectivas del gen nef del virus (Learmont y cols., 1999, Oelrichs y cols., 1998).
También se han descrito en la literatura otros casos de no progresores con deficiencias
o alteraciones en el gen nef (Kirchhoff y cols., 1995, Rhodes y cols., 2000, Salvi y
cols., 1998) o en otros genes tales como rev (Iversen y cols., 1995), gag (Binley y
cols., 1998) y Vpr (Wang y cols., 1996). Finalmente, dos trabajos recientemente
publicados encuentran una asociacion entre no progresores o progresores lentos con la
acumulacién de mutaciones en los genes accesorios (Yamada & lwamoto, 2000) y
polimorfismos no habituales en diferentes regiones del genoma virico (Alexander y

cols., 2000) en comparacion con pacientes que progresan a SIDA.

En el estudio de la patogénesis inducida por la infeccion con el VIH-1 ha sido
fundamental la cuantificacion del nimero de copias de ARN virico que estan presentes en
sangre (viremia plasmatica) y en tejidos de los pacientes infectados. De esta forma, se han
podido cuantificar y proponer modelos sobre algunos de los mecanismos que conducen a la
disminucion de células T CD4" y al fallo de la terapia. También se ha determinado la
existencia de reservorios fundamentalmente en los tejidos linfoides (Chun y cols., 1997) y la
posibilidad de erradicar el virus mediante una terapia altamente agresiva (terapia HAART).
Sin embargo, por el momento parece ser que esta erradicacion no es posible ya que en los
pacientes que estan recibiendo esta terapia altamente agresiva, aunque la viremia plasmatica
llega a ser indetectable, puede existir un reservorio de células T CD4" no activadas que se
encuentran latentemente infectadas durante un periodo largo de tiempo y pueden volver a
producir particulas virales en respuesta a un estimulo (Finzi y cols., 1997, Wong y cols.,
1997). Este reservorio tendria una vida media muy alta (43.9 meses), estimandose que se
necesitarian al menos 60 afios para la total erradicacion del virus de esta poblacion de células
(Finzi y cols., 1999).
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Mediante la cuantificacion del ARN en plasma se ha podido determinar que la
replicacion del virus es continua a lo largo de toda la infeccion, incluso durante la fase
asintomatica que se desarrolla entre la infeccion primaria y el desarrollo del SIDA (Coombs y
cols., 1989, Piatak y cols., 1993). Durante la infeccién primaria se produce una disminucion
del nimero de células T CD4" y se alcanzan niveles muy elevados de virus en plasma del
orden de > 10° copias de ARN / ml. Tras la aparicién de la respuesta inmune por parte del
paciente, se reducen drasticamente los niveles de ARN virico en plasma y se restablece el
numero de células T CD4". La principal responsable de esta drastica disminucion de virus en
sangre es la produccion de una fuerte respuesta celular T citotdxica (Koup y cols., 1994). Los
niveles de ARN virico que se alcanzan después de la bajada, permanecen relativamente
estables durante toda la fase asintomatica de la enfermedad y se ha denominado el “set point”.
Este valor procede de la primoinfeccion y predice en cada individuo la tasa de progresion de
la enfermedad. En este periodo se produce un importante control de la replicacion del virus
mediante la produccion de anticuerpos neutralizantes, linfocitos T citotdxicos, produccion de
citoquinas y citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos mediada por macréfagos y
células Natural Killer. Se obtiene por tanto un equilibrio virus-hospedador en el que la
produccion y eliminacion de los virus en el paciente alcanzan valores semejantes [Ho, 1995
#73](Perelson y cols., 1996). En la udltima fase, cuando empiezan los sintomas de la
enfermedad se produce un desequilibrio en favor del virus y esto lleva a una disminucién de
los linfocitos T CD4" por debajo de las 300 células /ul, a una disminucion de la respuesta T
citotoxica especifica, elevacion de los niveles de ARN en plasma y por consiguiente, la

aparicion de sintomas de la enfermedad (SIDA)(Figura 1.3).
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Figura 1.3. Curso clinico de la infeccion por el VIH-1. La linea roja representa los niveles de virus en sangre
(viremia plasmatica). La linea amarilla refleja el nimero de linfocitos CD4". La linea rosa representa el niimero
de linfocitos T citotoxicos (CTL) y la linea verde representa el nimero de linfocitos CD8*. Modificado de
(Levy, 1998).

Se ha determinado que la infeccion por el VIH-1 es un proceso extremadamente
dinamico en el que se producen continuas rondas de infeccion viricas en las células
susceptibles del paciente al mismo tiempo que se generan nuevas células T. Se estima que
cada dia se generan del orden de 10° a 10™° particulas viricas a la vez que se destruyen entre
10" y 10° células T CD4". A partir de estos datos se ha estimado que la vida media del virus
en sangre es de aproximadamente 6 horas y de 1 a 2 dias para las células infectadas
productivamente [Ho, 1995 #73](Wei y cols., 1995)

1.4. Persistencia en virologia.

1.4.1. Persistencia en virus ARN.

El objetivo primordial de cualquier virus es el de infectar las células del huésped con

el objeto de replicar su genoma virus que vayan. Sin embargo, si ésta replicacién conlleva la
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muerte de la célula huésped, éste mecanismo no es la mejor solucion evolutiva. La mejor
solucion evolutiva es aquella en la que el virus y la célula co-existen durante largo tiempo. La
persistencia del virus a nivel general se definiria entonces como la infeccién en la cual, el
virus es capaz de sobrevivir durante un periodo largo de tiempo en el huésped. Es un
fendmeno complejo, en el que se ven involucrados un elevado nimero de mecanismos que
llevan a un equilibrio entre la replicacion virica y la multiplicacién de las células del
organismo infectado. Por lo tanto, la persistencia es siempre el resultado de interacciones
entre factores viricos y del hospedador. Estas interacciones ocurren en cualquier etapa del
ciclo replicativo. Entre los virus ARN capaces de persistir después de una infeccion aguda se

encuentran el del sarampidn, el de la fiebre aftosa (VFA) y el VIH.

A nivel celular, los virus ARN han desarrollado diferentes estrategias, unos producen
infecciones cronicas que no llevan a la muerte celular (persistencia) mientras que otros
replican muy rapido, produciendo un gran ndmero de ciclos liticos. La mayoria de los
mecanismos estudiados de persistencia en virus ARN en cultivos celulares primarios o en
lineas celulares establecidas, conllevan variaciones genéticas del virus, de la célula o de
ambos. La muerte celular podria evitarse, y por tanto establecerse la persistencia, mediante la
acumulacion de genomas defectivos, con la infeccién de células con baja permisividad al

virus o mediante la seleccion de variantes viricas no citoliticas (Domingo y cols., 1998).
1.4.2. Persistencia en el VIH-1

Dependiendo de la perspectiva de cada autor, se ha definido la persistencia y la
latencia de una manera diferente en los articulos publicados. Con el objeto de unificar

conceptos, las definiciones de latencia, persistencia y replicacion activa del VIH-1 que vamos

a utilizar en éste trabajo seran los seguidos por M. Stevenson (Stevenson, 1997)serian:

20



Introduccién

a) Infeccion latente. Se puede hablar de:

a.1l.) Infeccion latente proviral. Se definiria como la infeccién en la cual el ADN
(provirus) se encuentra integrado de una forma estable en el genoma celular. La
expresion de los genes virales, asi como la produccion de las proteinas del virus, es
minima o no es suficiente como para producir nuevas particulas infecciosas. Sin
embargo, el provirus integrado es capaz de producir sin ningin problema nuevos virus
si la celula es activada. Es importante destacar que las condiciones iniciales de la
infeccion necesitan ser las adecuadas para sustentar etapas de la replicacion virica que
lleven al establecimiento de un provirus integrado (fusion, desencapsidacion,

transcripcion inversa, transporte al ndcleo, integracion)

a.2.) Infeccion latente extracromosémica. Sucede cuando las condiciones en las
células diana no son suficientes para sustentar etapas de la replicacion virica completa
que lleven al establecimiento de un provirus integrado. Un ejemplo serian los linfocitos
T no activados que permitirian la entrada del virus, pero no se producirian de una
manera eficaz el resto de las etapas del ciclo replicativo (Bukrinsky y cols., 1991, Gao y
cols., 1993, Stevenson y cols., 1990).

La diferencia fundamental entre ambas latencias radica en la estabilidad de el
intermedio de replicacion. Mientras que en las células no activadas el intermedio de
replicacion es relativamente labil , en la latencia proviral el intermedio tiene la misma

tasa de recambio que la célula hésped que lleva el provirus.
b) Infeccion restringida. Se refiere a una infeccion donde la célula huésped lleva un
provirus integrado defectivo y por lo tanto es incapaz de producir virus infeccioso. Se

pueden distinguir dos tipos de provirus defectivos:

b.1.) Provirus defectivos silenciosos. Serian aquellos que poseen defectos en las

regiones que regulan la transcripcion y por lo tanto replican a un nivel muy bajo.
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b.2.) Provirus defectivos activos. Aquellos que tienen defectos en genes estructurales
y enzimaticos, y aunque la produccion de proteinas viricas puede estar minimamente
afectada la progenie de viriones no es infecciosa (por ejemplo defectos en la envuelta que
impiden la entrada del virus y defectos en la retrotranscriptasa que restringen la sintesis de
cADN en la celula).

c) Infeccion productiva.

Serian aquellas infecciones en las cuales la célula huésped es completamente permisiva
para la replicacion y produccién de una progenie de viriones. La infeccién productiva
de virus puede catalogarse de infeccion persistente cuando no existen efectos
citopaticos inmediatos en la célula huesped, mientras que en la infeccion aguda la célula
muere tras un periodo corto de tiempo después de la produccion de la progenie de

viriones.

Con el objeto de intentar caracterizar y entender mejor los procesos y mecanismos
que estan implicados en la persistencia del VIH-1, se han realizado diversos estudios in vitro
que han puesto de manifiesto que la infeccion de células T CD4" con VIH-1 recombinantes,
los cuales tenian mutaciones simples o multiples en los genes accesorios vif, vpr y vpu,
permiten la persistencia virica y pérdida de citopatogenicidad (Kishi y cols., 1992, Kishi y
cols., 1995, Nishino y cols., 1991). Ademas se ha visto que se acumulan mutaciones y
deleciones en los genes accesorios de los virus obtenidos de células persistentemente

infectadas tras pases seriados en cultivo (Nakaya y cols., 1996, Nishino y cols., 1994).

1.5. Variabilidad en virus ARN

La variabilidad genética es una caracteristica intrinseca a todos los seres vivos y
constituye la base sobre la que actua la seleccion natural como mecanismo de evolucion. Los
virus cuyo material genético esta constituido por ARN se caracterizan por presentar una
elevada tasa de mutacion. Esta tasa de mutacion se define como el nimero de bases
incorrectamente incorporadas por nucleétido y ronda de copia de un acido nucleico. Por
término medio, la tasa de mutacién de los virus ARN es de 10°- 10™ sustituciones por

nucleétido y ciclo de replicacion (Drake, 1993) y como consecuencia se produce una elevada
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heterogeneidad en las poblaciones de virus ARN. Esta gran heterogeneidad se describio por
primera vez en poblaciones del bacteriéfago QB (Domingo y cols., 1976, Domingo y cols.,
1978). Tras un analisis sistemético de clones individuales de poblaciones de virus obtenidas a
partir de una sola particula virica infecciosa, se observd que éste bacteriéfago estaba
constituido por una mezcla compleja de distintos variantes que presentaban como media de 1
a 2 mutaciones entre cualquier genoma viable del fago y la secuencia promedio de la
poblacion. Estudios posteriores con otros virus ARN, tales como, el virus de la fiebre aftosa
(VFA) (Domingo y cols., 1985) el virus de la estomatitis vesicular (VSV) (Steinhauer &
Holland, 1987)0 el VIH (Groenink y cols., 1991, Meyerhans y cols., 1989) han demostrado
que los virus ARN no tienen una estructura gendmica fija, sino que estan constituidos por una
mezcla mas o menos compleja de mutantes relacionados entre si, diferenciandose entre ellos
en uno o0 mas nucleotidos. Esta distribucion de mutantes recibe el nombre de cuasiespecie por
analogia con el modelo teérico descrito por Eigen (Eigen, 1971). Una cuasiespecie se
caracteriza por una secuencia maestra y una secuencia consenso. La secuencia maestra es
aquella que se encuentra mas representada dentro de la cuasiespecie, mientras que la

secuencia consenso es un promedio entre todas las secuencias que componen la cuasiespecie.

1.5.1. Variabilidad en el VIH-1

1.5.1.1. Variabilidad genética.

El VIH-1 se caracteriza, como el resto de virus ARN, por su alta variabilidad genética.
Este hecho hace que la forma méas adecuada de representar una poblacion viral del VIH-1 es
como una coleccion de genomas relacionados pero que presentan mutaciones y que se
denomina, como anteriormente habiamos visto, estructura de cuasiespecie. Los estudios
realizados sobre la poblacion virica presente en un individuo infectado, han demostrado que
la poblacidn sigue una distribucion variable, tanto en el tiempo (Delwart y cols., 1997,
Delwart y cols., 1994, Wolinsky y cols., 1996) como en el espacio (Delassus y cols., 1992,
Korber y cols., 1994).

La variabilidad del VIH-1 no es uniforme a lo largo del genoma ya que existen unas

regiones mas conservadas que otras. La region mas conservada es el gen pol, mientras que la
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presenta un mayor grado de variabilidad genética seria el gen env (Hahn y cols., 1985,
Quinones-Mateu y cols., 1996). Dentro del gen de la envuelta, y concretamente en la gp120,
se definieron 5 regiones hipervariables (V1-V5) y 5 regiones constantes (C1-C5) que
separaban las regiones hipervariables entre si y cuyo grado de variabilidad era mucho menor.
Posteriormente se ha comprobado que el grado de variacion en las regiones constantes C2 y

C3 es mayor que el observado en la region V3 (Engelstad, 1996).

1.5.1.2. Variabilidad fenotipica.

La variabilidad genética que presenta el VIH-1 tiene su repercusion en las propiedades
fenotipicas de los aislados de virus obtenidos de pacientes infectados. Una de las més
importantes es su tropismo celular, es decir, la capacidad que tiene el virus de infectar
distintos tipos celulares. Todos los aislados tienen la capacidad de replicar en CMSP, aunque
algunos replican mejor en unas lineas celulares que en otras. En general, se definirian como
virus T-trépicos a aquellos aislados que replican mejor en lineas T transformadas y virus M-
tropicos a los que replican mejor en células monocito-macréfago. Los virus T-tropicos,
replican mas rapidamente y a niveles altos en CMSP (aislados “rapid-high”) e inducen la
formacion de sincitios en la linea celular MT-2. Por éste motivo se les suele denominar
aislados inductores de sincitios o IS. Los virus M-trdpicos, replican mas tardiamente y a
niveles mas bajos en CMSP (aislados “slow-low”) y no son capaces de inducir la formacion
de sincitios en la linea celular MT-2, por lo que se les denomina aislados no inductores de
sincitios o NIS (Cheng-Mayer y cols., 1988, Fenyo y cols., 1988, Schwartz y cols., 1989,
Tersmette y cols., 1988).

La variabilidad fenotipica juega un papel importante en la patogénesis de la infeccion.
En la primoinfeccion, asi como en el periodo asintomatico, los virus M-tropicos NIS son, en
general, mayoritarios. Alrededor del 50 % de los pacientes mantienen este fenotipo a lo largo
de la infeccion, mientras que en el otro 50 % de los individuos infectados se produce un
cambio de fenotipo que lleva a la aparicion de virus T- tropicos IS mas virulentos. Este
cambio de fenotipo desde virus NIS a virus IS se asocia a una rapida disminucion del nimero
de linfocitos T CD4" y a una progresion de la enfermedad, junto con un menor tiempo de
supervivencia tras el diagnostico del SIDA (Lukashov & Goudsmit, 1998, Tersmette y cols.,
1988)
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Estudios sobre la capacidad replicativa de clones moleculares quiméricos obtenidos a
partir de aislados T-tropicos y M-tropicos indican que el tropismo celular  reside
fundamentalmente en la region V3 de la gp120 del gen env ,aunque parece que también son
importantes la regiones V1 y V2 de la proteina gp120 (Carrillo & Ratner, 1996, Olivares y
cols., 1997, Shioda y cols., 1991)La diferencia de tropismo observada entre los aislados del
VIH-1 refleja una utilizacién diferencial de los correceptores. Mientras que los virus M-
trépicos utilizan fundamentalmente para su entrada el correceptor R5, los virus T-tropicos
pueden utilizar tanto el correceptor R5 como el X4 (Berger, 1997, Hoffman & Doms, 1998).
Por otra parte, las cepas que utilizan R5 pueden adaptarse y utilizar el X4 tras pases seriados
en células T CD4" que no expresan habitualmente R5 (Harrowe & Cheng-Mayer, 1995,
Klasse y cols., 1996) (Dejucq y cols., 2000). Este cambio in vivo es relativamente raro, ya que
como habiamos visto, solamente el 50 % de los pacientes pasa de tener mayoritariamente
virus NSI a tener virus IS. Parece ser que in vitro, algunas cepas de virus, necesitan pocos
cambios de aminoacidos para pasar de utilizar el correceptor R5 al X4 ya que se adaptan
rapidamente, mientras que otras necesitan mas pases en cultivo y posiblemente requieran mas

cambios (Dejucq y cols., 2000)

1.6. Epidemiologia molecular de la infeccion por el VIH-1.

La elevada diversidad genética que presenta el VIH-1 es el resultado de un conjunto
complejo de factores. El primer factor que contribuyd a esta elevada diversidad genética
fueron las mudltiples introducciones de virus genéticamente muy distintos de primates a
humanos (Hahn y cols., 2000). Estas transmisiones zoondticas tuvieron dos origenes
diferentes. Parece ser que el VIH-1 procederia de la transmisién de un VIS del chimpanzé de
la subespecie Pan Troglodytes Troglodytes al hombre (Gao y cols., 1999), mientras que el
VIH-2 tendria su origen en un del mangabey tiznado (Cercocebus atys)(Hirsch y cols., 1989)
al hombre respectivamente. Desde esa primera introduccion en los humanos, la diversidad
ha ido aumentando como consecuencia de la acumulacién de un gran nimero de mutaciones,
debido a la alta tasa de error que comete la transcriptasa inversa (Preston y cols., 1988) al
recambio rapido de viriones que se produce en los individuos infectados (Ho y cols., 1995) a

la recombinacion (Robertson y cols., 1995) y a la presion selectiva que sufren los virus como
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consecuencia de la respuesta del sistema inmunitario a la infeccion por el VIH-1 (Fauci,
1996).

La recombinacion entre genomas viricos es uno de los factores que influyen en la
variabilidad del VIH-1. La transcriptasa inversa es altamente recombinogénica (Hu & Temin,
1990) y puede recombinar genomas genéticamente muy diferentes entre si para dar lugar a

nuevas variantes viricas.

1.6.1. Clasificacion y distribucién de subtipos.

La gran variabilidad genética que presenta el VIH-1, queda reflejada en los analisis
filogenéticos de las secuencias nucleotidicas que se han realizado con numerosos aislados de
distintas procedencias geograficas. Esto ha llevado a clasificar el VIH-1 en tres grandes
grupos: M (“main”), O (“outlier”) (Gurtler y cols., 1994) y N (“new”) (Simon y cols., 1998).
El grupo M o principal incluye la mayor parte de los VIH-1 aislados en el mundo y, dentro de
él, se pueden distinguir al menos once subtipos diferentes (A-K) (Janssens y cols., 1997,
Triques y cols., 2000)genéticamente equidistantes entre si. El subtipo B circula
mayoritariamente en Europa Occidental, Estados Unidos y Australia (Casado y cols., 2000,
Chaix y cols., 1993, Hu y cols., 1996). Los subtipos A, C, D, F1, F2, G, H, Jy K se
encuentran fundamentalmente distribuidos en Africa, mientras que el subtipo E (descrito
recientemente como una forma circulante recombinante o CRF01 AE) esta localizado
principalmente en Tailandia (Ichimura y cols., 1994, Ou y cols., 1993) ( ver figura 1.4). De
todos los subtipos descritos hasta ahora, el subtipo C es el mas prevalente, siendo responsable
de aproximadamente el 50 % de las infecciones por el VIH-1 en el mundo(Anonymous,
2000). Los virus pertenecientes a éste subtipo C son mayoritariamente NSI y ademas tienen
preferencia por el correceptor R5. Otra caracteristica que distingue a éste subtipo de los otros
es la presencia tres 0 mas motivos NF¢B en la LTR en lugar de los dos que poseen el resto de
los subtipos. Este sitio extra parece ser que esta asociado con un aumento en la actividad
promotora (Montano y cols., 2000, Naghavi y cols., 1999). Por otra parte, el grupo O incluye
un pequefio, aunque creciente, grupo de aislados que se caracterizan por tener una divergencia
muy alta con respecto al grupo M. Ambos grupos sélo comparten aproximadamente el 50 %

de homologia en la secuencia de aminacidos en el gen env (Gurtler y cols., 1994, Vanden
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Haesevelde y cols., 1994). El grupo O parece ser endémico en Camerin y en los paises
vecinos del Africa Occidental no observandose agrupamientos filogenéticos similares a los
que establecen los diferentes subtipos dentro del grupo M (Loussert-Ajaka y cols., 1995).
Finalmente, el grupo N estd actualmente representado solamente por tres secuencias
nucleotidicas obtenidas de pacientes originarios de Camerun cuyos sueros no reaccionaban
frente a péptidos sintéticos especificos de los subtipos M y O, pero que si lo hacian frente a

péptidos especificos del virus de la inmunodeficiencia simia de chimpanceés (VIScpz).

Con respecto al VIH-2, existen muy pocas secuencias nucleotidicas en las bases de
datos. Se ha descrito mediante anélisis filogenéticos, que al igual que en el VIH-1, existe una
gran diversidad y se han propuesto 6 subtipos equidistantes filogenéticamente unos de otros
(A-F) (Chen y cols., 1997, Gao y cols., 1994). Recientemente, se ha propuesto un nuevo
subtipo, aislado de un paciente asintomatico de Costa de Marfil, denominado G (Yamaguchi y
cols., 2000).

La variabilidad genética entre aislados del VIH presenta un rango muy amplio. Los
aislados del VIH-1y del VIH-2 difieren un 50 % en su secuencia nucleotidica, mientras que
la divergencia entre aislados de los grupos M y O se reduce al 35 %. Los valores de
divergencia que se obtienen si comparamos secuencias nucleotidicas entre subtipos dentro del
grupo M oscilan entre el 25-30 %, y dentro de un mismo subtipo, la divergencia alcanza
valores entre el 5 % y el 20 %. Por ultimo, dentro de un mismo individuo, se han descrito
valores de divergencia entre los miembros de la cuasiespecie que alcanzan valores entre el 2
% y el 10 % (Myers y cols., 1996). A la vista de estos datos, y aunque exista una elevada
variabilidad intrasubtipo, asi como una continua evolucion de los virus, los datos actuales
indicarian que cada subtipo ha sido capaz de mantener su propia identidad a lo largo de la
epidemia, siendo improbable la desaparicion de estas entidades en el futuro (Lukashov &
Goudsmit, 1997).

La clasificacion en subtipos se ha venido realizando mediante el estudio de las
relaciones filogenéticas entre los aislados en los genes gag y env. En algunos aislados se da la
discordancia entre las relaciones filogenéticas inferidas en un gen con respecto al otro, es
decir, que un mismo aislado se agrupa en un gen con un subtipo diferente al que se agrupa en

el otro. Al haber aumentado notablemente el nimero de secuencias de las que se disponen, y
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al tener un mayor nimero de genomas completos, se ha puesto de manifiesto la existencia de
virus “mosaico”, entendiendo por tales, aquellos virus en los que las relaciones filogenéticas
establecidas en diferentes partes del genoma son discordantes. Estos virus son el resultado de
distintos eventos de recombinacién que se han producido entre dos virus que han infectado al
mismo individuo (Korber y cols., 1997). A estos virus “mosaico” se los denomina formas

circulantes recombinantes (CRFs) y hasta la fecha han sido descritas 9 CRFs.

8%—32%
2%—8%
0.5%—2%
0.13%—-0.50%
0.03%-0.13%
(070X0 %)

sin datos

Figura 1.4. Distribucién de casos y subtipos circulantes del VIH en el mundo. Los diferentes colores indican el
porcentaje estimado de adultos infectados en cada regidn. Las letras mayusculas reflejan los subtipos que

circulan mayoritariamente en cada region (Anonymous, 1998).
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1.6.2. Situacion actual a nivel mundial de la epidemia de VIH/SIDA.

La pandemia causada por el VIH es uno de los problemas mas graves relacionado con
las enfermedades infecciosas que tiene el mundo. La pandemia sigue expandiéndose por los
cinco continentes (ver Figura 1.4), y el numero de personas infectadas en el afio 2000
ascendié a 5,3 millones de los que 3,8 millones se habian producido en el Africa
Subsahariana, segun estimaciones del Programa Conjunto de las Naciones Unidas sobre el
VIH/SIDA (ONUSIDA)(Anonymous, 2000). De acuerdo con este Programa, se ha estimado
que a finales del afio 2000, mas de 36 millones de personas vivian con el VIH, habiendo
fallecido en ese mismo afio 3 millones como consecuencia de la enfermedad. EI nimero total
de defunciones desde el principio de la epidemia hasta finales de 2000 ha sido de 21,8

millones.

Sin lugar a dudas, el continente mas afectado por la epidemia es Africa, y
concretamente el Africa Subsahariana. En paises como Sudafrica, el VIH/SIDA se ha
convertido en un problema muy grave ya que la mayor parte de las nuevas infecciones que se
producen en el Africa Subsahariana afectan a este pais. En otros paises del entorno la
situacion tampoco es mejor, ya que en paises como Zinbabwe, Bostwana, Namibia o

Swazilandia al infeccion llega a afectar entre el 20 % - 26 % de su poblacion adulta urbana.

La aparicion del VIH en Asia fue tardia en comparacién con otros continentes, pero se
estd propagando rapidamente en Asia meridional y sudoriental entre los usuarios de drogas
por via parenteral (UDVP) y entre los profesionales del sexo. En amplias zonas de la India y
de China se agrava el tema por el gran flujo migratorio que estan sufriendo, sobre todo China,
de un regidn a otra. En contraposicion a esta situacion, Asia Oriental y el Pacifico conservan

unas tasas bajas a pesar de tener un volumen muy elevado de poblacion.

En América Latina, el Caribe y Europa Oriental el patron de propagacion es muy
similar al de los paises desarrollados afectando especialmente al grupo de homosexuales y al
de UDVP. Hay que destacar el gran aumento de la Federacion Rusa ya que durante el afio
2000 se han producido un mayor numero de nuevas infecciones por el VIH que en el conjunto

de todos los afios previos de la epidemia.
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Finalmente, en Europa Occidental, Oceania y en América del Norte las tasas de infeccion por
el VIH se van reduciendo, centrandose las nuevas infecciones en pacientes heterosexuales y
en UDVP. La mortalidad asociada a la enfermedad esta disminuyendo por la utilizacién de las

nuevas combinaciones de los farmacos antirretroviricos.

1.6.3. Situacion de la infeccion VIH/SIDA en Espafia.

Espafia se sitla a la cabeza de Europa en el nimero de casos de SIDA notificados y el
segundo, tras Portugal, en tasa de incidencia. Desde 1981, afio en que se detectd el primer
caso, se han acumulado un total de 59.466 casos de SIDA, de los que un 53,3 % han fallecido.
Durante el afio 2000 se diagnosticaron en Espafia 2.511 casos nuevos de SIDA, disminuyendo
en un 13 % el namero de nuevos diagnosticos con respecto al afio anterior. EI nimero de
casos nuevos ha disminuido un 64 % en los ultimos 5 afios debido tanto a la prevencion y
asistencia sanitaria, como a la aplicacién de los nuevos tratamientos antirretroviricos. Se

estima que los infectados en Espafia ascienden hasta los 120.000.

La epidemia de SIDA en nuestro pais parece ser el resultado de la suma de varias
subepidemias determinadas por los distintos mecanismos de transmision, originandose a
partir de una introduccion principal y produciendose una posterior diversificacion del virus en
pacientes de distinto origen geografico y distintos grupos de riesgo (Casado y cols., 2000,
Castilla & Gutierrez, 1997). La via de transmisién mas frecuente de la infeccion ha sido el
compartir material de inyeccion para la administracion parenteral de drogas en un 65 % de los
casos. En segundo lugar estaria la transmision heterosexual con un 15, y en el tercer lugar
tendriamos la transmision homosexual masculina con el 15 %. Nuestro pais también es el pais
de Europa con mas casos de SIDA notificados por transmision madre-hijo, aunque con la
aplicacion de la terapia antirretrovirica a las embarazadas, la incidencia ha disminuido

significativamente.
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2.0BJETIVOS



Objetivos

El objetivo de este trabajo es el estudio de la variacién de los genes accesorios y su
implicacion en la biologia del VIH-1.

Para ello hemos llevado a cabo dos tipos de estudios:

2.1. Caracterizacion de muestras de ONUSIDA cocultivo negativo mediante un analisis

filogenético en las regiones p17 (gag) y C2-V3-C3 (env).
2.1.1. Analisis del gen accesorio nef como posible responsable del fenotipo cocultivo

negativo.

2.2. Estudio de la persistencia del VIH-1 in vitro a través del andlisis del genoma de los
provirus obtenidos de tres lineas celulares persistentemente infectadas con el mismo

aislado s61.

2.3. Estudio de la implicacion de los genes accesorios en el establecimiento de la persistencia

en las tres lineas celulares.
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Materiales y Métodos

3.1. Cultivos celulares.
3.1.1. Células.
Las lineas celulares utilizadas a lo largo del estudio han sido:

MT-4. Linea celular establecida de la serie linfoide T obtenida por cocultivo de
linfocitos de sangre periférica de un paciente infectados con el virus de la leucemia de células
T humana tipo | (HTLV- I) con linfocitos de cordén umbilical de un individuo sano (Miyoshi

y cols., 1981). Esta linea fue cedida por el Dr. D.D. Richman.

H9. Linea celular establecida de la serie linfoide T derivada de las HUT78 (Popovic y
cols., 1984). Cedida por Dr. R Gallo, Baltimore

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

U-937 clon 2. Es una linea celular promonocitica derivada de un linfoma histiocitico
(Sundstrom & Nilsson, 1976).

3.1.2. Medios de cultivo.
Todas las lineas celulares utilizadas se cultivaron en medio RPMI 1640 (Bio-
Whittaker) suplementado con suero bovino fetal (SBF) al 10 % (Gibco), L-glutamina 2 mM,

penicilina 100 unidades/ml, estreptomicina 100 mg/ml (Bio-Whittaker) y tilosina al 0.5 %
(ICN Biomedicals Inc.).
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3.1.3. Cepas de virus utilizadas.

S61. Semilla obtenida por cocultivo de linfocitos de sangre periférica de un paciente
espariol (61/89) con linfocitos de donante sano activados con interleuquina 2 (IL-2) (Sanchez-
Palomino y cols., 1993). Esta semilla fue posteriormente subcultivada de nuevo con linfocitos
de sangre periférica. Esta segunda semilla ha sido la utilizada en el proceso del

establecimiento de la persistencia.

VM61, VH61 y VU61. Virus obtenidos de tres lineas celulares (MT-4, H9 y U-937 clon 2)

persistentemente infectadas con la semilla S61.

3.2. Muestras del VIH-1.

3.2.1. Aislados naturales

En este estudio se han analizado 35 muestras, 27 cocultivo negativo y 8 cocultivo
positivo como controles obtenidas a traves del “Who Network for Isolation and
Characterization” (ONUSIDA). Estas muestras procedian de paises de diferentes continentes
donde el subtipo C es prevalente. 8 muestras procedian de Brasil (BR), 7 de China (CN), 12
de India (IN), 5 de Sudéafrica (ZA) y 3 procedian de Israel (1S). La mayor parte de ellas fueron
obtenidas de pacientes con baja carga viral y que no habian recibido tratamiento
antirretrovirico. Estas muestras se obtuvieron entre 1997 y 1998 y se recibieron 48 después de
su extraccion en el laboratorio Georg Speyer Haus del Dr. Hagen von Briesen (Frankfurt,
Alemania). Posteriormente, se sometieron a procedimientos estandarizados de aislamiento.
Tras 4 semanas de cocultivo en CMSP, de 27 de éstas muestras no pudieron aislarse ningun

virus (cocultivo negativo).
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3.2.2. Provirus obtenidos de células persistentemente infectadas por el aislado s61.

Se han analizado los provirus obtenidos de tres lineas celulares persistentemente infectadas
(H9, MT-4 y U-937 clon 2) con el mismo aislado s61. Se ha realizado la secuenciacion del

genoma completo de los provirus VH61, VM61, VUG61 y del aislado inicial s61.

3.3. Obtencidén de acidos nucleicos.

3.3.1. Obtencién de ADN.

3.3.1.1. Obtenciéon de ADN de las muestras de ONUSIDA.

El ADN procedente de las muestras del Programa de las Naciones Unidas para el
SIDA (ONUSIDA) fue extraido con el equipo comercial QIAmp Blood kit (Qiagen),
directamente de las CMSP de los pacientes o de cocultivo, en el laboratorio del Dr. Hagen
von Briesen (Georg-Speyer-Haus, Frankfurt, Alemania) y remitidas a nuestro laboratorio

posteriormente.

3.3.1.2. Obtencion de ADN de las células persistentemente infectadas.

Para la obtencion del &cido desoxirribonucleico (ADN) de las células persistentemente
infectadas se partié de aproximadamente 5 x 10° células de cada linea y se siguié un método
de extraccion estdndar con fenol (Perucho y cols.,, 1981). Para ello las células se
resuspendieron en 1 volumen de solucion (Tris 10 mM pH 7,5, EDTA 10mM, NaCl 0.15 M) a
la que se adiciond 200 mg/ml de proteinasa K y SDS al 0.4%. Tras 1 hora de incubacion a
65°C y toda la noche a 37°C se afiadio 1 volumen de solucion Tris 10mM pH 8, EDTA
10mM, NaCl 0.65 M y se realizaron tres extracciones con fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico (25:24:1) y una con cloroformo:alcohol isoamilico (24:1). EI ADN contenido en la
fase acuosa se precipité con 2 volimenes de etanol absoluto y se resuspendié en agua
destilada estéril, dejandose a una concentracion aproximada de 1mg/ml. La lectura de la
concentracion se realizd en espectrofotometro a una longitud de onda de 260 nm, estimando
gue una unidad de densidad Optica equivale a una concentracién de 50 mg/ml de ADN de
doble banda.
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3.3.2. Obtencién de ARN

Para la obtencién del acido ribonucleico (ARN) se empled el método descrito por
Boom (Boom vy cols., 1990). EI método consiste en la incubacion a temperatura ambiente
durante 10 minutos de 20 pl de sobrenadante de cultivo con una mezcla de 980 ul de solucion
de lisis (120 g de isotiocianato de guanidina (Fluka), 100 ml de Tris-HCI 0.1 M pH 6.4, 22 ml
de EDTA 0.2 M pH 8y 2.6 g de Triton X-100) y 40 ul de silica. Por centrifugacion a 14.000
r.p.m. durante 15 segundos se obtuvo un sedimento de particulas de silica que se lavo dos
veces con 1 ml de solucion de lavado (120 g de isocianato de guanidina y 100 ml de Tris-HCI
0.1 M pH 6.4), dos veces con 1ml de etanol al 70% y una vez con 1 ml de acetona. Tras el
ultimo lavado se incubd la preperacion para secar la silica a 56°C durante 10 minutos.
Finalmente se eluyd el ARN extraido en 125 ul de agua destilada estéril incubando a 56°C

durante 15 minutos y posterior centrifugacion de la mezcla a 14.000 r.p.m. durante 2 minutos.

3.4. Reaccion en cadena de la polimerasa.

3.4.1. A partir de ADN.

Se llevaron a cabo tres perfiles de amplificacion:

a) Todas las reacciones de amplificacién por PCR de los genomas completos se
Ilevaron a cabo en tampon Tris-HCI 10 mM pH 8.3, KCI 50 mM, gelatina 0.01% y MgCl, de
1,5 mM. La concentracién de desoxinucle6tidos trifosfato (ANTPs) (Pharmacia) fue 0.125
mM, empleandose 100 ng de cada iniciador y 1 unidad de enzima Ampli Tag polimerasa
(Perkin - Elmer) por ensayo. ElI volumen de reaccion fue de 50 ul y los perfiles de
amplificacion y los iniciadores usados dependieron de la region gendmica a amplificar (ver
tabla iniciadores). Los genomas completos se amplificaron en varios fragmentos grandes con
una primera PCR. Para estos fragmentos, en su mayoria mayores a 1500 pares de bases, se
realizaron 35 ciclos de amplificacién con una desnaturalizacién a 94°C durante 1 minuto,
hibridacion durante 1 minuto entre 50°C y 60°C (dependiendo la temperatura de los

iniciadores empleados) y elongacion de las cadenas durante 2 minutos a 72°C. Posteriormente
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se realizaron sucesivas amplificaciones internas de estos fragmentos grandes. Para estos
fragmentos menores a 1500 pares de bases, se realizaron 35 ciclos de amplificacion con una
desnaturalizacion a 94°C durante 30 segundos, hibridacion de los iniciadores al ADN molde
durante 1 minuto entre 50°C y 60°C (dependiendo esta temperatura de hibridacion de los
iniciadores empleados) y elongacion de las cadenas durante 1 minuto a 72°C. En ambos casos,
las amplificaciones se iniciaron con una desnaturalizacion de 5 minutos a 94°C y finalizaron

con una elongacion de 10 minutos a 72°C.

b) La amplificacion de las regiones gendmicas pl7 del gen gag y C2V3C3 del gen env
, de la mayor parte de las muestras de ONUSIDA, se llevaron a cabo en dos amplificaciones
consecutivas, externa e interna puesto que el ADN a amplificar provenia de CMSP y eran
cocultivo negativo. Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en tamp6n 10 mM Tris
pH 8.3, 25 mM NaCl, 25 uyM EDTA pH 8.0 y MgCl, de 20mM. La concentracion de
desoxinucleotidos trifosfato (ANTPs) (Pharmacia) fue 2 uM, empledndose 30 ng de cada
iniciador y 0.5 unidades de enzima Ampli Taqg polimerasa (Perkin - Elmer) por ensayo. El
volumen de reaccion fue de 15 ul en la primera ronda de amplificacion y de 19 ul en la
amplificacion interna. Las condiciones tanto para la primera PCR (externa) como para la
segunda (interna) fueron 40 ciclos de amplificacion con una desnaturalizacion a 96°C durante

1 minuto y 65°C como temperatura de hibridacion y elongacion durante 5 minutos.

c) Para la amplificacion del gen nef, asi como para la amplificacion de algunas
muestras de ONUSIDA en las regiones pl7 y C2V3C3, se llevaron a cabo dos
amplificaciones consecutivas, externa e interna. Se realizaron 35 ciclos de amplificacion con
una desnaturalizacion a 94°C durante 1 minuto, hibridacion durante 1 minuto a 55°C y
elongacion de las cadenas durante 2 minutos a 72°C para la amplificacion externa, y 35 ciclos
de amplificacidon con una desnaturalizacion a 94°C durante 30 segundos, hibridacion durante
1 minuto a 55°C y elongaciéon de las cadenas durante 1 minuto a 72°C para la amplificacion
interna. En ambos casos, las amplificaciones se iniciaron con una desnaturalizacion de 5

minutos a 94°C y finalizaron con una elongacién de 10 minutos a 72°C.
Todas las reacciones de amplificacion se realizaron en los termocicladores Perkin -
Elmer Cetus modelo 480 y MJ Research modelos PTC-100 y PTC-150. Los productos

obtenidos se analizaron por electroforesis en geles de acrilamida al 6% (acrilamida
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/bisacrilamida 30:0.8 polimerizada con persulfato amonico y Temed) en TBE (Tris- borato
0.09 M, EDTA 0.002 M) en condiciones no desnaturalizantes a 200-220 V durante 1.5 a 2
horas y se visualizaron por transiluminacion con luz ultravioleta tras tincion con bromuro de

etidio 10 mg / ml.

3.4.2. A partir de ARN (RT- PCR).

En los casos en los que el material de partida fue ARN en lugar de ADN, se realiz6 un
transcripcion inversa para la obtencion de cADN mediante la utilizacion del equipo comercial
Titan RT-PCR system (Boehringer Mannheim). Para ello se realizd en un Unico paso la
retrotranscripcion y la primera amplificacion. Se afiadieron 10-20 ul del ARN, obtenido segln
el apartado 3.3.2., a una soluciéon que contenia una mezcla de las enzimas Tth ADN
polimerasa y Expand High Fidelity, tampdn (Boehringer Mannheim), 20 unidades de Rnasina
(Promega), 8.3 mM de dithiotreitol (DTT), 200 ng de cada uno de los iniciadores y 133 mM
de dNTPs. Esta mezcla se llevd a un volumen final de 50 pul con agua destilada estéril. La
reaccién de RT-PCR se llevd a cabo mediante una incubacion previa a 50°C durante 30
minutos y una posterior amplificacion, siguiendo el protocolo anteriormente descrito
(apartado 3.4.1.c). El producto obtenido en esta reaccién se utilizd para realizar una segunda

amplificacion en las mismas condiciones del anterior.

3.4.3. Iniciadores empleados.

Los iniciadores utilizados en todo el estudio tanto para las reacciones de amplificacion (PCR)

y secuenciacién vienen resumidos en la tabla 3.1.
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Iniciador? Secuencia 5— 3 Polaridad  Posicion®
b

20 TCAGTCCAGCTGTCTTTTTCTGGC - 3287-3309
27 ATAAGCTTGCAGTCTAGCAGAAGAAGA + 7004-7030
28 ATGAATTCTGGGTCCCCTCCTGAGGA - 7314-7339
33 TCTACTGGCTCCATTTCTTG - 5825-5844
38 GAACCATTAGGAGTAGC + 7698-7714
45 AGCTCCTCTGGAAAGGTGAA + 4984-5004
46 GCGGAATTCGGGTTTATTACAGGGACA + 4898-4918
a7 GTATTAGTAGGACCTACACCT + 2475-2495
48 AGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGA + 6202-6228
50 TAGCCCTTCCAGTCCCCCCTTTTCTTTTA - 9068-9096
52 TAATGTATGGGAATTGGCTCAA - 6853-6874
53 GGCGAATTCACTAGCCATTGCTCTCCA - 4284-4310
58 GCCAGAAAAAGACAGCTGGACTGT + 3287-3310
60 GCCACACATGCCTGTGTACCCACA + 6432-6455
63 GCGCTTAAGATTCCATCTAAAAATAGTA - 4225-4253
100 ATCTCTAGGTTCGAACAATACAGG + 5452-5475
101 ACCTTCGGACGTCCTTCAGTCGG + 58625884
104 CAGGAGGGGATCCAGAAATTGTA + 7318-7340
109 CCCCAGACCTGAAGCTCTCTT - 2168-2188
113 CGCCCACCTGCAGGCGGCCTTAA - 4606-4628
115 GTTTTATTCTGCATGGGAGTGTGAT - 9004-9025
135 TTACAGTAGAAAAATTCCCCTC - 7360-7381
147 TCTTCTGTCAATGGCCATTGTTTAAC - 2610-2635
163 CTGAGGGATCTCTAGTTACCAGAG - 579-602
166 TGGAGCCAGTAGATCCTAGACTAGAGCCCT + 5832-5861
167 TTCTCCAATTGTCCCTCATATCTCCTCCTCCA - 7635-7664
168 AATGGTGAGTATCCCTGCCTAACTCTATT - 8340-8368
169 AATGTCAGCACAGTACAATGTACAC + 6945-6969
170 TCTCTAGCAGTGGCGCCCGAACAGGGAC + 626-653
171 TTTGACTAGCGGAGGCTAGA + 761-780
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172
173
174
180
182
185
187
188
189
205
214
215
216
218
246
251
253
254
278
307
308
319
320
321
322
323
324
325
326

AGACAGGATCAGAAGAA
GGTGATATGGCCTGATGTACCATTTGCCCCTG
TCTATCCCATTCTGCAGCTTCCTCATTGAT
TGGAAGGGCTAATTTGGTCCCAGA
AGTAACATATCCTGCTTTTCCT
GAGTATTGTATGGATTTTCAGG
CACACACAAGGCTACTTCCCT
GCCACTCCCCTGTCCCGCCC
ATCTCGAGACCTAGAAAAACATG
GCAGTAGCTGAGGGGACAGATAG
AATAGAGTTAGGCAGGGATACTCACCATT
TGAAAAAGAGTGCTATTAATC
GAGCTCCCAGGCTCAGATCTGGTCT
AGAACCGGTCTACATAGTCTCT
TTCTTCTGATCCTGTCT
TGGGTACCAGCACACAAAGGAATAGGAGGAAA
TAAAAGGAGAAGCCATGCATGGACAAGTAGA
TCACCTTTCCAGAGGAGCTTTGCTGGTCCTTTCC
TGTATTACTACTGCCCCTTCACCTTTCCA
AGGGCCACAAAGGGAACCATAC
AAAACCACCCGGGGCACAATAA
GTGAATAGAGTTAGGCAGGG
TCCAGGTCTCGAGATGCTGCTCCCACC
CCCATAATAGACTGTGACCC
CTCTCAGAAGCAGGAGCCG
CCAGGCCAGATGAGAGAACCAAGGG
TTTCCAACAGCCCTTTTTCCTAGGGG
TACTAATCTAGCCTCCCCTAGTGGGATGTG
CTTTCCCCTGCACTGTACCC

Materiales y Métodos

995-1011
1204-1235
1402-1431

1-24
3905-3926
2703-2724

ST-17

389-409
8895-8917
8685-8707
8340-8368
8644-8669

468-492
1669-1690

995-1011
4152-4183
4363-4393
4278-4308
4956-4984
5582-5603
6872-6893
8337-8356
8883-8909
6328-6347
2205-2223
1462-1486
2009-2034
5206-5235
4806-4825

Tabla 3.1. Iniciadores empleados en la amplificacion y secuenciacion de los genomas completos. * Nimero de

codigo de nuestro laboratorio de los iniciadores. ® (+) sentido 5°—3". (-) Sentido 3'—5". © Posicién segin la cepa

HXB2
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3.5. Purificacion de los productos de PCR

En la purificacion de los fragmentos amplificados se utiliz6 el equipo comercial “High
Pure PCR Product Purification” (Boehringer Mannheim). La purificacién consiste en la
eliminacién de los restos de iniciadores, sales, aceite, nucledtidos no incorporados y restos de
la Taq polimerasa que podrian afectar a las reacciones enzimaticas posteriores. EI método
consiste en la adhesion del ADN por puentes de hidrégeno a una columna de silica.
Posteriormente, éste ADN retenido en la columna, es eluido por la adicion de un tampoén con

baja concentracion de sales.

3.6. Clonaje molecular.

Para realizar el clonaje molecular se utiliz6 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 residuos adicionales son utilizados para insertar el producto de PCR en un vector

linealizado que contiene residuos de desoxitimidina en los extremos 3.

3.6.1. Preparacion del inserto y ligacion.

Los fragmentos de ADN que se utilizaron para las inserciones en el plasmido,
proceden de una amplificacién por doble PCR obtenida con los iniciadores 27 y 22 para la
region C2-V5 del gen de la envuelta. La ligacion con el vector pPCR®2.1, de 3.9 Kb, tuvo
lugar en una proporcion molar vector: inserto 1:2, para lo que se emplearon 50 ng de vector y
20 ng de inserto, en un volumen final de 10 ul. La reaccién de ligacion se llevo a cabo con 4

unidades de enzima ligasa de T4 durante toda la noche a una temperatura de 14°C.

3.6.2. Transformacion de bacterias competentes.
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Una vez realizada la reaccion de ligacion, se paso a la transformacion de las bacterias
competentes con el plamido que llevaba el inserto. Para ello se afadieron 2 ul de B-
mercaptoetanol a cada vial de 50 ul de células E. Coli (INaF"). Tras una ligera agitacion, se

afiadié 1ul de mezcla de ligacion y se incubo durante 30 minutos en hielo.

Posteriormente, las bacterias se sometieron a un choque térmico durante 45 segundos a
una temperatura de 42°C y 2 minutos en hielo, tras lo cual, se afiadieron 250 ul de medio SOC
( Bactotriptona 2%, extracto de levadura 0.5%, NaCl 10 mM, KCI 2.5 mM, MgCl, 10 mM,
MgSO, 10 mM y glucosa 20 mM) a las bacterias y se incubaron durante una hora a 37°C con
agitacion a 225 r.p.m. Del producto de la transformacion se sembraron 50 ul y 200 ul en
placas de medio LB-agar (extracto de levadura 2%, NaCl 1%, agar 1%, pH 7.5) con
ampicilina a una concentracion de 50 mg/ml, para la seleccién de colonias resistentes a dicho
antibiotico. Para la seleccion de colonias recombinates por color se afiadié 1.6 mg de 5-
bromo-4-cloro-3-i-olil-b-D-galactopirandsido (X-gal) (Boehringer Mannheim) (20 mg/ml en
dimetilformamida). Las placas se incubaron a 37°C durante toda la noche. Las colonias que
crecieron de color blanco eran las que llevaban el inserto, y fueron seleccionadas para su

posterior analisis.

3.7. Obtencion de ADN de plasmidos.

3.7.1. A pequeiia escala.

Cada colonia blanca a analizar (apartado 3.6.2) se transfirio a 5 ml de medio LB
(extracto de levadura 2%, NaCl 1%, pH 7.5) con ampicilina (50 ng /ml), y se incubo a 37°C
durante toda la noche a 225 r.p.m. Tras centrifugacién a 2500 r.p.m. durante 10 minutos, la
purificacion del ADN plasmidico obtenido desde el sedimento de células se realizé con el
equipo comercial Wizard™ Minipreps DNA purification Systems (Promega), siguiendo las
instrucciones del fabricante. EI ADN obtenido se analiz6 en geles de agarosa al 1 % en
tampon Tris-acetato 40 mM, EDTA 10 mM (TAE).

3.7.2. A gran escala.
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El método es similar al anterior. Cada colonia se tranfiri6 a 100 ml de medio
LB (extracto de levadura 2%, NaCl 1%, pH 7.5) con ampicilina (50 ml/ml), y se incub6 a
37°C durante toda la noche a 225 r.p.m. Tras centrifugacion a 2500 r.p.m. durante 10 minutos
y a 4°C, la purificacion del ADN plasmidico obtenido desde el sedimento de células se realiz6
con el equipo comercial Wizard™ Maxipreps DNA purification Systems (Promega),
siguiendo las instrucciones del fabricante. EI ADN obtenido se analizé en geles de agarosa al
1% en tampdn Tris-acetato 40mM, EDTA 10 mM (TAE).

3.8. Secuenciacion ciclica de los productos de PCR.

3.8.1. Secuenciacion manual.

La secuenciacion directa de los productos de PCR es una adaptacién del método de los
terminadores de cadena de Sanger (Sanger y cols., 1977) basado en la capacidad de la ADN
polimerasa de elongar un molde hibridado a un iniciador mediante la realizacion de una PCR
asimétrica en presencia de didesoxinucleétidos (ddNTPs) y un desoxinucledtido (dNTP)

marcado radiactivamente.

La secuenciacion se realizd mediante la utilizacion del equipo comercial fmol ™ DNA
Cycle Sequencing System (Promega), a partir aproximadamente de 0.5 ng de ADN,
previamente amplificado y purificado (segun apartado 3.4.1.), 50 ng de un Gnico iniciador por
reaccion, 10 mCi de a*S-dATP (>600Ci / mmol) (Amersham) y 5 unidades de Taq

polimerasa.

El perfil de ciclos utilizado fue una primera etapa de desnaturalizacién a 95°C durante
2 minutos seguida de una etapa de amplificacion de 35 ciclos, consistentes en una
desnaturalizacion a 95°C durante 30 segundos, una hibridacion durante 30 segundos a una
temperatura de 55°C y una elongacién a 72°C durante 1 minuto. Los termocicladores
empleados fueron los mismos que los utilizados en la PCR. Posteriormente, las reacciones de

secuenciacion se pararon por adicion de 3 ul de solucion de parada (Promega).
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Los productos obtenidos en las reacciones de secuenciacion se desnaturalizaron a 70°C
durante 2 minutos y se analizaron por electroforesis en TBE a 45 W en geles de
poliacrilamida al 6 % y Urea 8 M en TBE. Finalmente, los geles se secaron y fueron

expuestos sobre una pelicula para autorradiografia (Kodak o Agfa) a temperatura ambiente.

3.8.2. Secuenciacion automatica.

La secuenciacion automatica se lleva a cabo mediante el uso de terminadores
marcados con un colorante fluorescente. La secuenciacion se realiza mediante la
amplificacion por PCR asimétrica en presencia de los cuatro ddNTPs marcados cada uno con
un colorante fluorescente distinto. Cada colorante emite luz a diferente longitud de onda
cuando es excitado por un rayo laser, por lo que los cuatro colorantes, y por tanto, las cuatro

reacciones, pueden ser identificadas en una sola calle del gel.

La reaccion de secuenciacion se realizd empleando el equipo comercial “Big Dye™
Terminator Cycle Sequencing v2.0” (Applied Biosystems, Perkin Elmer). El perfil empleado
consistio en un primer ciclo de desnaturalizacion a 94°C durante 3 minutos seguido de 25
ciclos de desnaturalizacion a 96°C durante 30 segundos y renaturalizacion a 55°C durante 15
segundos y a 60°C durante 4 minutos. Los ddNTPs no incorporados durante la reaccion

fueron eliminados mediante la precipitacion con MgCl, / etanol.

Los fragmentos obtenidos se analizaron en el secuenciador automatico ABI PRISM™

modelo 377 (Applied Biosystems, Perkin Elmer).

3.9. Andlisis de secuencias.

Las secuencias nucleotidicas fueron editadas, compiladas y traducidas utilizando el
paquete de programas Lasergene for Windows (Dnastar Inc, Madison, Wis). Los
alineamientos multiples de secuencias nucleotidicas y de aminoacidos se realizaron con el
programa CLUSTALW versién 1.7 (Thompson y cols., 1994), siendo posteriormente editados
y corregidos a mano para asegurar que la lectura de fase fuese correcta. Toda aquella posicion

en la que no existia informacién completa para el conjunto de secuencias que formaban el
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alineamiento (“gaps”) se excluyeron de todos los anélisis filogenéticos posteriores. Las
secuencias nucleotidicas de los aislados de referencia de distintos subtipos del VIH-1 se

obtuvieron en la base de datos de Los Alamos (http://hiv-web.lanl.gov).

3.10. Andlisis filogenéticos.

Los analisis filogenéticos se realizaron utilizando el programa MEGA (Kumar y cols.,
1993). Las matrices de distancias se calcularon mediante el modelo de dos parametros de
Kimura. Los arboles filogenéticos se construyeron mediante el método del vecino mas
proximo (“neighbor-joining”; NJ) y la robustez estadistica de los &rboles generados se prob6
mediante un remuestreo de 1000 réplicas (“bootstrap”). Finalmente, los arboles filogenéticos

generados fueron editados con el programa TREEVIEW version 1.5.2. (Page, 1996).

El calculo del nimero de mutaciones sinénimas y no sindbnimas observadas, asi como
el total de posiciones sindnimas y no sinénimas posibles de los tres provirus obtenidos de las
celulas persistentemente infectadas, se realizd con la ayuda del programa SNAP (http://hiv-

web.lanl.gov), basado en el método descrito por Nei y Gojobori (Nei & Gojobori, 1986).
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Resultados

4.1. Analisis de muestras de ONUSIDA.

4.1.1. Andlisis filogenético de muestras ONUSIDA cocultivo negativo en los genes gag,
envy nef

En éste estudio hemos llevado a cabo un analisis de un grupo de muestras del subtipo
C procedentes de distintos paises del mundo. Este proyecto fue lanzado y coordinado por
ONUSIDA, teniendo como objetivo la caracterizacion de cepas de los subtipos mas
prevalentes en el mundo como paso necesario en el desarrollo de un programa de vacunacion.
En concreto, el estudio se centrd en el analisis de cepas pertenecientes al subtipo C,
realizando nuestro laboratorio el estudio de un grupo de cepas que no crecian por cocultivo
en CMSPs. Este proyecto estd realizado en colaboracion con otros laboratorios que han
llevado a cabo el analisis tanto de cepas que crecian en cultivo como, de otros subtipos que
han creado brotes epidémicos. Se han recibido cepas de Sudafrica, China, India, Israel y
Brasil en donde el subtipo C tiene una alta prevalencia. El andlisis consistio en un estudio
genético del ADN proviral de las muestras en tres regiones: p17 en gag, C2-V3-C3 enenvy
el gen nef. Se analizaron 27 muestras cocultivo negativo y 8 muestras cocultivo positivo como
controles. Se amplificaron 17 muestras (12 cocultivo negativo y 5 controles positivos) en las
tres regiones, mientras que de las 18 restantes (15 cocultivo negativo y 3 controles positivos),
se amplificaron 9 en dos de las regiones (4 cocultivo negativo y 2 controles positivos en gag y
env, y 2 muestras cocultivo negativo y 1 control positivo en gag y en nef), 4 cocultivo
negativo en una region (3 en gag y 1 en env) y 5 no pudieron ser amplificadas en ninguna
region. Los resultados de la amplificacion asi como las caracteristicas de las muestras

cocultivo negativo se resumen en la Tabla 4.1.
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NUmero muestra Sexo Edad Residencia Posible transmision Transmision sexual Transmision parenteral Estado de infeccion Tratamiento Amplificacion  por

1) PCR (2)
pl7gag C2V3C3env nef
BR97001 (BR1) M 31 P.Alegre desconocida heterosexual IDVP (3) Asintomatico No + + +
BR97002 (BR2) M 43 P. Alegre sexual heterosexual Enfermedad No + + +
moderada

BR97003 (BR3) M 22 P.Alegre sexual heterosexual Asintomatico No + + +
BR98005 (BR5) V 44 P. Alegre sexual heterosexual IDVP Asintomético No + + -
BR98006 (BR6) V 35 P. Alegre sexual heterosexual IDVP Asintomético No + - +
BR98007 (BR7) V 39 P. Alegre sexual homosexual Asintomético Si + - -
BR98008 (BR8) M 35  P.Alegre sexual heterosexual IDVP Sintomas tempranos ~ Si + + +
BR98009 (BR9) M 42 P. Alegre sexual heterosexual Asintomético Si + + +
CN98002 (CN2) V 23 Yining IDVP Asintomético No _ + -
CN98003 (CN3) V 26 Yining IDVP Asintomético No + + -
CN98004 (CN4) V 27 Yining IDVP Asintomatico No _ _ _
CN98007 (CN7) V 23 Yining IDVP Asintomatico No _ _ _
CN98008 (CN8) V 30 Yining IDVP Asintomético No _ - -
IN97001 (IN1) \Y% 35 Chennai sexual heterosexual Asintomatico No _ _ _
IN97002 (IN2) \% 25 Chennai sexual heterosexual Asintomético No _ - -
IN97005 (IN5) \Y 40 Gudur Ongale (Dist) sexual heterosexual Sintomas tempranos  No + + +
IN98006 (IN6) M 30  Nungambakkam sexual heterosexual Asintomatico No + + +
IN98008 (IN8) M 20 Chennai sexual heterosexual Asintomético No + + -
IN98009 (IN9) M 28 K. Pondichesly sexual heterosexual Sintomas tempranos + + +
IN98011 (IN11) V 28 Madras sexual heterosexual Asintomatico No + + +
IN98014 (IN14) V 29  Bombay sexual heterosexual Asintomatico No + + +
IN98019 (IN19) V 30 Calcutta sexual heterosexual Sintomas tempranos No + + -
IN98021 (IN21) M 22 Churachand Pur homosexual IDVP Asintomético No + + +
1S98001 (1S1) + _ +
1S98003 (1S3) + - -
ZA97004 (ZA4) M 40 Bloefoentein sexual heterosexual Asintomético No + + +
ZA97007 (ZA7) M 30 Pretoria sexual heterosexual Sintomas tempranos  No + - -
TOTAL =27 21 17 14
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Tabla 4.1. Caracteristicas epidemiolégicas y viroldgicas de las muestras cocultivo negativo de ONUSIDA. (1)
Las muestras se designan con el codigo de ONUSIDA seguido por el nimero de identificacion de nuestro
laboratorio. (2) Resumen de los resultados de la amplificacion en los tres genes. (3) Usuarios de drogas por via
parenteral (UDVP). En la tabla no se incluyen las muestras cocultivo positivo que han sido utilizadas como

controles.

Para analizar las relaciones filogenéticas entre las muestras, se alinearon
conjuntamente todas las secuencias con cepas de referencia correspondientes a distintos
subtipos (desde el A al H) en los genes gag y env. Las matrices de distancias obtenidas
mediante el modelo de dos pardmetros de Kimura se utilizaron para la construccién de los
arboles filogenéticos mediante el método del vecino mas proximo (“Neighbor-Joining”). Los

arboles obtenidos se muestran en las figuras 4.1.Ay 4.1.B
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Figura 4.1.A. Andlisis filogenético de las secuencias nucleotidicas de la region pl7 del gen gag de las 21
muestras cocultivo negativo mediante el método del vecino mas préximo (“Neighbor Joining”). El arbol se
construyé segun lo descrito en Materiales y Métodos. Las muestras de referencia se encuentran subrayadas y las
muestras cocultivo positivo tienen el signo + delante del nimero de identificacion. Las muestras cocultivo
negativo se encuentran en negrita. Los nimeros en las ramas representan los valores de remuestreo (“bootstrap™)
y sélo estan indicados aquellos valores por encima del 90 %. Las letras mayusculas grandes corresponden a las
muestras de referencia de los diferentes subtipos. La muestra recombinante IN19 se encuentra dentro del

recuadro. La barra de la escala representa un 10 % de distancia genética entre las muestras.
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Figura 4.1.B. Andlisis filogenético de las secuencias nucleotidicas de la region C2-V3-C3 del gen env
de las 16 muestras cocultivo negativo mediante el método del vecino més préximo (“Neighbor Joining”). El
arbol se construyd segun lo descrito en materiales y métodos. Los simbolos son los mismos que en la Figura 4

A. La barra de la escala representa un 20 % de distancia genética entre las muestras.
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Figura 4.1.C. Analisis filogenético de las secuencias nucleotidicas del gen nef de las 14 muestras cocultivo
negativo mediante el método del vecino méas proximo (“Neighbor Joining”). El &rbol se construy6 segun lo
descrito en materiales y métodos. Los simbolos son los mismos que en las Figuras 4.1.A'y 4.1.B. La barra de la

escala representa un 10 % de al distancia genética entre las muestras
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Como puede observarse en las figuras, todas las muestras se agrupan en la misma
rama que las cepas de referencia del subtipo C obtenidas de la base de datos de Los Alamos.
Este agrupamiento presenta altos valores de remuestreo (“bootstrap”) del 91 % y del 98 % en
las regiones pl17 y C2-V3-C3 respectivamente. Sin embargo, una de las muestras se agrupaba
en la rama del subtipo C en p17, y en C2-VV3-C3 se agrupaba con el subtipo B, indicando que

ésta muestra (IN19) era un recombinante C / B (ver Figuras 4.1.A 'y 4.1.B).

En la region pl7, las muestras procedentes de Brasil, asi como la cepa de referencia
BR025, formaban una rama independiente dentro del grupo correspondiente al subtipo C con
un valor de remuestreo del 91 %. Por otra parte, 2 muestras de Israel se agrupaban con la cepa
de referencia del subtipo C ETH 2220. Estas segregaciones no se observaron con un valor alto
de remuestreo en el andlisis filogenético de la region analizada en el gen env (ver figuras

41.Ay4.1.B).

Como también se habian realizado las secuencias nucleotidicas del gen nef en las
muestras, se realizo el mismo andlisis filogenético realizado anteriormente en p17 y en C2-
V3-C3. Los resultados se muestran en la figura 4.1.C. Todas las muestras se agrupaban con
las de referencia del subtipo C con unos valores de remuestreo del 100 %, confirmando que
en el gen nef las muestras también correspondian al subtipo C como se habia observado
anteriormente. Se observé también la segregacion de las muestras de Brasil observada
anteriormente en la regién pl17. El recombinante C / B se agrupaba en el gen nef dentro del

subtipo C, siendo en consecuencia un recombinante C/ B/ C.
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4.1.2. Andlisis de la variacion en las proteinas p17 y en la region C2-V3-C3 de la gp120.

En la regidn pl7 se apreciaba una zona variable en la region C-terminal de la proteina
que incluia inserciones y deleciones, haciendo que 12 muestras cocultivo negativo tuviesen
una longitud de la proteina de 130 aminoécidos, mientras que 5 muestras presentaban 129
aminoacidos y 4 presentaban 128. También se observé una alta variabilidad genética
alrededor del aminoacido 90 (las posiciones de los aminoacidos son siempre las
correspondientes al HXB2). La secuencia aminoacidica de la sefial de miristilacién que abarca
desde la posicién 1 a la 7 de la p17 se conservaba en todas las muestras excepto en la muestra
BR5 que presentaba una duplicacion de dos aminoécidos Arginina (R) y Alanina (A) en la
posicion 5. Esta muestra también tenia una delecion de cuatro aminodcidos desde la posicion
122 a la 125. La muestra IN5 presentaba una proteina pl7 truncada como consecuencia de
dos codones de terminacion (“stop codon”) en las posiciones 36 y 58. Los resultados se

muestran en la tabla 4.2

En el analisis de las secuencias de la region C2-V3-C3, las secuencias de aminoacidos
obtenidas de las 16 muestras cocultivo negativo tenian una longitud de 35 aminoacidos y
todas presentaban la secuencia aminoacidica GPGQ en el apice del lazo V3, caracteristica de
las secuencias del subtipo C, como se puede comprobar en la base de datos de Los Alamos
(http://hiv-web.lanl.gov). Es importante destacar lo conservado que se encuentra el lazo V3
entre los muestras, y en concreto la secuencia GPGQ, a pesar de la diversidad geogréafica de
procedencia de las mismas. Por otra parte, también hay que destacar la variacion de la
secuencia de aminoacidos alrededor del lazo V3. Como ya habia sido descrito en la literatura
(Casado y cols., 2000, Chaix y cols., 1993) se observa también una mayor variacién en la

region adyacente a la region V3 que dentro de la misma.IN11 presentaba una delecién de dos
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aminoacidos en las posiciones 336 y 337. Por otra parte, la muestra IN11 tenia en posicion
306 una Glicina y la muestra IN6 presentaba en la posiccion 321 una Serina. Hay que destacar
que estos dos residuos no han sido descritos anteriormente en el subtipo C en ninguna de las
443 secuencias existentes en la base de datos de Los Alamos (1999) (Kuiken y cols.,
1999).Estas observaciones se aprecian en la figura 4.3. donde se sefialan los residuos

conservados y variables.

Se pueden distinguir, a nivel genético, los virus NSI de los Sl en ciertas sustituciones
de aminoé&cidos en las posiciones 307, 322 y 323 del lazo V3. La presencia de aminoacidos
cargados positivamente en éstas posiciones determina un fenotipo SI Todas las muestras
cocultivo negativo de este estudio presentaban un fenotipo de NSI ya que presentaban el
aminoacido Serina en la posicién 307 en lugar de un aminécido con carga positiva como la
Arginina. Ademas tenian el aminoacido Glicina en la 322 y Aspartico en la posicion 323
(aminoacidos que no presentan carga positiva). Estos resultados confirman el predominio de
cepas NSI observado entre aislados del subtipo C en otros estudios (Bjorndal y cols., 1999,

Van Harmelen y cols., 1999).
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Tabla 4.2. Alineamiento de las secuencias de aminoécidos de las 21 muestras cocultivo negativo en la regidn p17. Los subindices de cada aminoacido indican el namero de

secuencias que presentan ese aminoacido en la posicion. Los asteriscos (*) indican deleciones de aminoacido. Las letras en negrita sefialan las zonas donde se ha observado

una mayor variabilidad. Los stop codons de la muestra IN5 se muestran con el simbolo #. La numeracién de los aminoacidos es la del HXB2.




280 290
NlS |16 T14 Dll N16 Vll Kl4 T16 |16 |16 V16 Hll L15 Nll Q7 SS
A; Ns As V, Kz E; Pg
Sy Ei Ks Hp
b D;
Ry
320 V3
AlB T15 GlB D14 |16 |15 RlG Q16 AlG H13 ClB N14 IlB
S1 Ex T Y3 Ha
G, Ky
370
K14 FlS D7 SG SlO S].5 Glﬁ GlG D16 L15 E16 IlS T16 TlG HlG SlG
Ny Ay Ps Hy Ty P1
Ry Es Ks A
T, Qi Py
N1 Y]_
E,
Dy

V16 Ell

S].3
N2
LK

F16

Kz
Yy
G,
Qs

N15 C16

LE

l16

Gs
As

Ky
Sy

Ny
Dy
Ty

300

V3 310

V9 C16 T14 R16 PlS N13 N16 N16 T16 Rls

N, Y
T, Iy
E:

340

A5 W].G N].O E9

Ks Ex Ks

Q> Ri A
K,

380

R14 GlG EZI.S F16
Ky
G,

Gs

Tl4 L16 Q13 Rll V16 GlO

A; E: G Ss
Ri Ky Ry

H; D,

E,

FlS YlS C16 N15 T16 SlG
H;

KB 816 |15 Rls |15 G].ES P16 G].ES le T16 F16 Y16
= M, Vi
G,

350 360

K13 Kl3 I—].G A].Z E14 H].G F].G |:)14 Nl4 Kll T16 |16

R: E; Es Ky Q2 S Ry
Sl Al Vl G1 Tl
390

Gll LlG F16 N16
Ss
Ny
Ry
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4.1.3. Andlisis del gen nef

Para estudiar si existe una relacion entre alteraciones en el gen nef y el fenotipo de
cocultivo negativo que presentaban las muestras, se decidio analizar las secuencias
nucleotidicas de las muestras. Se amplificaron en ésta region 14 muestras, 6 de Brasil, 6 de
India, 1 de Israel y 1 una de Sudafrica, asi como 6 controles cocultivo positivo. Con el objeto
de realizar un analisis de la proteina, se estudiaron las secuencias a nivel de aminoacidos. De
éste analisis se pudo observar que 2 de las 14 muestras cocultivo negativo tenian claramente
una proteina Nef no funcional. Una de éstas secuencias (IN14) presentaba una delecion
perfecta desde la primera Cisteina de la proteina hasta el comienzo de la LTR, la cual solapa
con parte de la region C-terminal del gen nef. La otra muestra era la IN5 que tenia dos
codones de terminacion TAG en las posiciones 57 y 113 ademas de un cambio de Glicina a
Lisina en la posicion 2, modificando la secuencia conservada desde el aminoécido en posicion

1 hasta el 7 de la sefial de miristilacion.

Por otra parte, la muestra IN5 presentaba otras sustituciones de aminoacidos tales
como G31R, R77G, M79I, y el cambio de G132E en la segunda Glicina del motivo PGPGV.
Ademas de éstos virus, se encontraron 7 secuencias con mutaciones que podrian tener algun
efecto en la funcionalidad de la proteina Nef (ver tabla 4.4). La muestra BR8 tenia una
mutacion G130R en la primera Glicina del motivo conservado anteriormente descrito
PGPGV. Otra muestra (IN6), presentaba el cambio de 2 prolinas en el importante motivo
PxxP en posiciones 69y 75. Este motivo se ha asociado con la unién entre quinasas celulares
y la proteina Nef (Saksela y cols., 1995). La muestra IN21 presentaba una mutacion (C142L)

en la Cisteina que se encuentra ampliamente conservada entre los aislados de la base de datos
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de Los Alamos y esta implicada en la regulacion negativa de los receptores CD4 (Aiken y
cols., 1996)Este cambio produce la ruptura de una lamina B y podria representar un cambio
estructural en la proteina Nef. Por otra parte, otras 4 muestras presentaban alteraciones que
también podrian tener influencia en la funcion de la proteina tales como las encontradas en
BR3, BR6 y BR9 e IN9. Por un lado, las muestras brasilefias presentaban deleciones en la
region variable contigua a la region de la sefial de miristilacion. BR3 y BR6 mostraban la
misma delecion de cuatro aminoacidos (del residuo 8 al 11) e IN9 tenia una delecion de un
aminoacido en la posicién 11. Por otra parte, BR3 tenia una sustitucion de G31W 'y la muestra
IN9 presentaba un cambio V30G. Hay que destacar que las posiciones 30 (Valina) y 31
(Glicina) se encuentran conservadas en todos los subtipos. Otras mutaciones encontradas
entre las se localizaban en la region de Nef que se une al receptor CD4 en las posiciones 57
(Triptofano) y 58 (Leucina) de la proteina. Las muestras IN11 tenia el cambio W57G y IN9
presentaba el cambio W57C. Finalmente, en las posiciones 130 y 132 pertenecientes al

motivo PGPGV, BR8 tenia el cambio G130R en la primera Glicina.

Por el contrario, solamente una muestra cocultivo positivo presentaba una alteracion
en algun motivo funcional de la proteina. La muestra 1S2 presentaba una Arginina en lugar de
Tript6fano en la posicion 57. Todas las alteraciones genéticas vistas se encuentran resumidas
en la tabla 4.4. En resumen, 9 de 14 muestras incapaces de crecer en cocultivo presentaban
alguna alteracion en la proteina Nef, mientras que solamente 1 muestra de 6 cocultivo

positivo presentaba alguna alteracion.
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AMINOACIDO! 1-7  8-16 21-24 30/31/47 57/58 69-80 113 129-133 142 154/155  164/165

REGION DE NEF? S.M? P.R* MHC D.VARIABLE® CD4 (WL)" (PxxP)4® HELICE a- Lamina p*° Cys (b-C)" CD4(EE)" CD4(LL)"
I° b’

COCULTIVO NEGATIVO

BR1 - - - - - - - - - - -
BR9 - - - - - - - - - - -
BR2 -
BR8 -
BR3 -
BR6 -
IS1
IN11
IN14
IN5
IN9
ING
IN21 - - -
ZA4 - - - - - - - - - - -
COCULTIVO POSITIVO

IN7 - - - - - - - - - - -
IN10 - - - - - - - - - - -
1S2 - - - - + - - - - - -
ZAl - - - - - - - - - - -
ZA3 - - - - - - - - - - -
ZA2 - - - - - - - - - - -

1

1 + + 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
' +
1 1
1 1
1 1

[
+l
LI |
+ + +
+ + + +
+ +

1
1
1
1
1
+
1
1
1
1
1

1
1
1
1
1
+
1
1

Tabla 4.4. Alteraciones a nivel de aminoacidos de los motivos conservados descritos en la proteina Nef. Las muestras que presentan alguna alteracion en la secuencia se
encuentran marcadas con el signo +, mientras que las muestras que no presentan alteracion se sefialan con el signo -. (1) Posicién de los aminoacidos donde se encuentran
localizados los motivos funcionales. (2) Regiones con un papel especifico en la funcion de Nef. (3) Sefial de miristilacion (Niederman y cols., 1993). (4) Region polimérfica
(Shugars y cols., 1993). (5) Regulacion negativa del MHC | y de unidn a protein-quinasas (Schwartz y cols., 1996). (6) Region de duplicacion variable (Grzesiek y cols.,
1996a). (7) Sitio de unién a los CD4 (Grzesiek y cols., 1996b). (8) Region de prolinas repetidas (regulacién negativa del MHC y de union a SH;)(Saksela y cols., 1995). (9)
Hélice a—p (Grzesiek y cols., 1996a).(10) Lamina B (Grzesiek y cols., 1996a). (11) Cisteina en posicion 142 (Grzesiek y cols., 1996a). (12) y (13) sitios de union al receptor
CD4 (Bresnahan y cols., 1998, Hua y cols., 1997)
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4.2. Estudio del proceso de persistencia in vitro a partir de un mismo aislado del VIH-1

en tres lineas celulares.

La persistencia virica es un proceso complejo y multifactorial en el que se ven
involucrados tanto factores celulares como viricos. En nuestro laboratorio, nos propusimos
estudiar el proceso del establecimiento de infecciones persistentes en tres lineas celulares
diferentes con la misma cepa del VIH-1 (s61). Dos de éstas lineas eran linfocitos T CD4" (
células MT-4 y H9) vy la tercera era una linea promonocitica ( células U-937 clon 2). Para
ello, con el aislado s61 se infectaron a una m.d.i. de 0.1 TCDIso / ml las tres lineas celulares y
se subcultivaron hasta la obtencion de la persistencia. El trabajo del establecimiento de la
persistencia en nuestro laboratorio asi como la caracterizacion bioldgica de las células

persistentemente infectadas fue realizado por Diia. Lourdes Mufioz (tesis en elaboracion).

4.2.1. Criterios de infeccion persistente.

Los 3 criterios seguidos en éste estudio para considerar que se habian establecido las

infecciones persistentes fueron los siguientes:

a) mantenimiento del cultivo con una viabilidad mayor del 85 %, sin necesidad de aporte
celular.
b) desaparicion del efecto citopatico (ECP)

c) deteccion de virus en las células y en el sobrenadante del cultivo
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En el momento en el que los cultivos celulares presentaban estas tres caracteristicas, se

considero que las infecciones realizadas con el aislado s61 en las tres lineas celulares habian

alcanzado la persistencia. La figura 4.2 muestra el proceso del establecimiento de la

persistencia.
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Figura 4.2. Establecimiento de las infecciones persistentes en las tres lineas celulares establecidas H9 (A), U-937
clon 2 (B) y MT-4 (C). En las graficas se representan en el eje de abcisas el nimero de pases en cultivo. En los
ejes de ordenadas se representan la viabilidad celular a lo largo de los pases (lineas azules) asi como los valores
de p24 en pg /ml (lineas verdes) y el % de células del cultivo que expresan proteinas viricas (IFI) (lineas rosas).
Las flechas verticales de color marrdn representan el aporte de células sin infectar a los cultivos por tener éstos
una viabilidad por debajo del 40 %. En el caso de la linea celular MT-4 los valores de p24 se encuentran a

distinta escala. Figura tomada de Lourdes Mufioz (Tesis Doctoral en elaboracion)

4.2.2. Establecimiento de la infeccion persistente en la linea celular H9.

El proceso del establecimiento de la persistencia en la linea celular H9 (ver gréfico 4.2

apartado A) se siguidé mediante la determinacion de:

a) Viabilidad celular. El cultivo se mantuvo con una viabilidad entre el 80-90 % durante los
cuatro primeros pases desde el inicio de la infeccién, a partir de los cuales descendid hasta
alcanzar en el pase 8 una viabilidad del 40 %, teniendo que aportar nuevas celulas sin

infectar. Desde el pase 10 el cultivo se mantuvo con una viabilidad entre el 80 % y 100 %.

b) Efecto citopéatico (ECP). A partir del pase 2 fue caracteristico la presencia de sincitios
aislados, observandose en el 50 % de las células en el pase 4. EI ECP desaparecio a partir

del pase 18.

c¢) Inmunofluorescencia indirecta (IFI). En el pase 3 comenzaron a expresarse las proteinas

viricas en las células, alcanzandose el maximo de expresion en el pase 8 detectandose en el

60 % de las mismas. A partir de éste punto se observo un gran descenso en la expresion
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alcanzando el 5 % en el pase 14. A partir de éste pase la expresion viral aumento

gradualmente, manteniéndose en un 30-40 % de las células a partir del pase 18.

d) Deteccion del antigeno p24. Comenz6 a detectarse a partir del pase 2, con valores
comprendidos entre 10° y 10* pg/ml en la mayor parte de las determinaciones, alcanzando
el maximo de 7,6 x 10* pg/ml en el pase 6. A partir del pase 20, los valores se mantuvieron

entre 2'y 3 x 10° pg/ml.

Segun los criterios descritos en el apartado 4.2.1. se considerd que se habia establecido
la infeccidn persistente a partir del pase 18. A las células persistentemente infectadas con el

aislado s61 se las denomind H61, y al virus que se obtuvo de las mismas VH61.

4.2.3. Establecimiento de la infeccion persistente en la linea celular U-937 clon 2.

El proceso del establecimiento de la persistencia en la linea celular U-937 clon 2 (ver

gréafico 4.2 apartado B) se siguié mediante la determinacion de:

a) Viabilidad celular. EIl cultivo se mantuvo con una viabilidad entre el 85-90 % hasta el
pase 6 en que comienza a descender. En los pases 8 y 9 se aportaron células y a partir de
este punto la viabilidad ascendi6 hasta alcanzar el 60-75 %. Desde el pase 25 la viabilidad

se mantuvo superior al 80 %.

b) Efecto citopético. A partir del pase 2 se visualizaban células gigantes aisladas junto con

células de morfologia irregular. Este patrén citopatico desaparecio a partir del pase 22.
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¢) Inmunofluorescencia indirecta. La expresion de proteinas viricas comenz0 a detectarse
en el pase 4 y fue aumentando hasta alcanzar el 80 % de las células en el pase 8. A partir

de éste pase disminuyd gradualmente hasta observarse en el 5-10 % de las células.

d) Deteccion de antigeno p24. Comenz6 a detectarse en el pase 2 y se podian distinguir tres
fases: una primera hasta el pase 10 con valores comprendidos entre 0.2 y 1.5 x 10% pg/ml;
una segunda desde el pase 12 al 22 donde los valores estaban comprendidos entre 2 'y 5 X
10* pg/ml; y una tercera, a partir del pase 24 con valores comprendidos entre 2 y 4 x 10°

pg/ml.

Segun los criterios descritos en el apartado 4.2.1. se considero que se habia establecido
la infeccion persistente a partir del pase 26. A las células persistentemente infectadas con el

aislado s61 se las denomind U61, y al virus que se obtuvo de las mismas VUG61.

4.2.4. Establecimiento de la infeccidn persistente en la linea celular MT-4.

El proceso del establecimiento de la persistencia en la linea celular MT-4 (ver grafico

4.3.a apartado C) se siguié mediante la determinacion de:

a) Viabilidad celular. Desde el inicio de la infeccion se observé un descenso progresivo de
la viabilidad, necesitando el cultivo aporte celular desde el pase 3 al 8 y desde el 11 al 15.
A partir del pase 14 la viabilidad aumentd hasta alcanzar el 80 % en el pase 18. Desde éste
pase se observo un descenso lento con una caida brusca en el pase 24, manteniéndose el
cultivo sin aporte celular. A partir del pase 24 ascendié gradualmente manteniéndose por

encima del 80 % desde el pase 28.
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b) Efecto citopéatico. Desde el pase 4 se observo abundante lisis celular y vacuolizacion con
algun sincitio aislado. Este efecto desaparece a partir del pase 28 comenzando a observarse

el crecimiento en grupos celulares, caracteristico de ésta linea sin infectar.

¢) Inmunoflorescencia indirecta. Desde el pase 1 se aprecid expresion de proteinas viricas,

observandose permanentemente a partir del pase 4 entre el 80 y el 100 % de las células.

d) Deteccion de antigeno p24. Comenz6 a detectarse a partir del pase 1, con valores
comprendidos entre 1.5 y 2 x 10* pg/ml, ascendiendo hasta un méximo en el pase 6 de 2 x

10° pg/ml. Desde éste pase al 16, los valores descendieron a 1.5 x 10° pg/ml.

Segun los criterios descritos en el apartado 4.2.1. se considero que se habia establecido
la infeccion persistente a partir del pase 28. A las células persistentemente infectadas con el

aislado s61 se las denomind M61, y al virus que se obtuvo de las mismas VM61.

4.2.5. Comparacion del proceso de persistencia entre las tres lineas celulares.

a) Viabilidad. Mientras que en las lineas H9 y U937 clon 2 se observé una caida en el pase 8,
a partir del cual aumentd hasta mantenerse por encima del 85 %, en la linea MT-4 el
descenso comenzo antes, alcanzando valores mucho mas bajos que se mantuvieron durante

10 pases y no se consiguod una buena viabilidad hasta bastantes pases después.

b) Efecto citopatico. Desaparecio en las lineas H9 y U-937 clon 2 practicamente en el mismo

momento, siendo un poco posterior en las MT-4.
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¢) Inmunofluorescencia indirecta. En la linea H9 la expresién de proteinas viricas alcanzé
su minimo en el pase 8, recuperandose posteriormente y manteniéndose en el 30-40 % de
las células, a diferencia de las U-937 clon 2 que en el mismo pase comenzo a descender
hasta alcanzar un 5-10 %. En las MT-4, la expresion de proteinas viricas se observo de

forma constante a lo largo de la infeccion y se mantuvo entre el 80-90 %.

d) Deteccion del antigeno p24. Los niveles alcanzados en la linea MT-4 fueron los mas altos
en todo el seguimiento. Estos fueron 10 veces superiores a los de las H9 y a los de la

primera fase de las U-937 clon 2.

4.2.6. Secuenciacion del genoma completo del provirus del aislado inicial s61 y de los

provirus VH61, VM61, VU61 obtenidos de las células persistentemente infectadas.

Para tratar de establecer cuales son los factores viricos que pueden intervenir en la
persistencia, se planted el analisis de la secuencia completa de los provirus. Para ello,
utilizamos los ADNs proviricos obtenidos de las tres lineas celulares persistentemente
infectadas (ver apartado 3.3.1.2). La células seleccionadas para obtener el ADN provirico del
genoma completo fueron las de los ultimos pases de cada linea celular: pase 90 en las H61, y
pases 100 y 92 en las MT-4 y U-937 clon 2 respectivamente. También llevamos a cabo la
secuenciacion del genoma completo del provirus del s61, procedente del virus con el que se
habian realizado las infecciones, con el objeto de intentar ver qué cambios se habian
producido en su secuencia nucleotidica durante el proceso de establecimiento de las
infecciones  persistentes. Asimismo, con el objeto de estudiar la evolucion de las

cuasiespecies clonamos y secuenciamos la region C2-V5 del gen de la envuelta y las LTRs.
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4.2.6.1. Estrategia de amplificacion y secuenciacion.

En la grafica (Anexo 1) se indican los iniciadores que se utilizaron tanto para la

amplificacion como para la secuenciacion de los cuatro genomas. La secuenciacion se realizd

por ambas bandas, tanto por la hebra de ADN positiva como por la negativa.
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4.2.6.2. Descripcion de las mutaciones encontradas.

Una vez amplificados y secuenciados los cuatro genomas, se procedié al alineamiento
de sus secuencias nucleotidicas, tomando como secuencia de referencia la del s61 parental.
De ésta manera se determinaron las mutaciones que diferenciaban al provirus del aislado
inicial de los tres provirus obtenidos de las células persistentemente infectadas. La secuencia
nucleotidica del genoma del s61 constaba de 9125 nucledtidos, mientras que el VH61, VM61
y VU61 tenian 9 nucleotidos de diferencia (9116 nucleotidos). El alineamiento de los

genomas completos, separados por genes, se muestra en el Anexo |l.

4.2.6.2.1. Frecuencias de mutacion y tipos de mutaciones encontradas.

Con el objeto de estudiar la adaptacion de cada virus al fendmeno de la persistencia, y
describir el grado en el que afecta la presion mutacional a los genes de dichos virus, hemos
analizado las frecuencias y tipos de mutaciénes de los genomas completos y de cada uno de
los genes por separado. Las mutaciones encontradas en los genomas completos, de los tres
provirus obtenidos de las células persistentemente infectadas respecto a la secuencia del
provirus del s61, fueron 75 en el caso del VH61, 70 para el VM61 y 88 para el VUG1. Con
estos valores calculamos las frecuencias de mutacion como el cociente entre el nimero de
mutaciones encontradas y el nimero total de nucleétidos secuenciados. Las frecuencias de
mutacion obtenidas [sustituciones observadas (s) / nimero de nucledtido secuenciados (nt)]
eran similares, 8.2 x 10° s/nt en el VH61, 7.7 x 10° s/nt en el VM61 y de 9.6 x 107 s/nt para
el VUG61. En cuanto al tipo de mutaciones observadas, las transiciones fueron mas frecuentes
que las transversiones. En los tres provirus en conjunto, se observaron 156 transiciones por 77

transversiones. Centrandonos en las transiciones, los cambios mas abundantes fueron el G—>A
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y el A—G con unos porcentajes de entre el 24 y el 30 % para cambios G— Ay entreel 18y

el 21 % para cambios A—G de todas las mutaciones encontradas (ver tabla 4.5)

Para tener un analisis mas detallado del tipo de mutaciones observadas, se realizd un
estudio similar en cada uno de los genes que constituyen el genoma, al mismo tiempo que se

estudiaron los cambio de aminoéacidos asociados.

a) Genes estructurales (gag, pol,y env).

Las frecuencias de mutacién observadas se encontraron en un rango entre 3.9 x 107 y
9.7 x 10 s/nt (ver tabla 4.6). Si comparamos las frecuencias de mutacién entre los tres
provirus en cada uno de los genes estructurales por separado, los valores observados son muy
similares. Por el contrario, en la comparacion entre genes, l0s genes env y gag presentan por
término medio una mayor frecuencia de mutacion que el gen pol, dandose una diferencia de
aproximadamente 2 veces entre la frecuencia de mutacion en el gen pol y en el gen env. Este
valor es semejante a los valores descritos para aislados naturales de VIH-1 (Quinones-Mateu
y cols., 1996). Respecto al tipo de mutaciones el nimero de transiciones es mayor que el
numero de transversiones (92 y 60 respectivamente), siendo, dentro de las transiciones, el
cambio G—A el méas abundante en los genes pol y en env, mientras que en el gen gag el
cambio mas frecuente es A—G. El porcentaje de mutaciones sinénimas en conjunto

representa el 54.3 % del total, mientras que el de no sindnimas representa el 45.7 %.

Centrandonos en las mutaciones encontradas en cada uno de los genes estructurales,

en el gen gag , y concrétamente en la proteina p6, se observo en los tres provirus una delecion

71



Resultados

de 9 nucledtidos de las posiciones 12 a 14 (aminoacidos Ala-Pro-Pro) con respecto al s61.
Como ésta zona solapa con el gen pol, también existe una delecion de cuatro aminoacidos, en

la proteina p6 pol, de los aminoacidos 28 al 31 de el motivo Ser-Pro-Thr-Arg.

El nimero de mutaciones observado en la proteina p24 era menor al encontrado en la
proteina p17. Las mutaciones en p24 eran 10, mientras que las observadas en la p17 ascendian

a 20 mutaciones.

En el gen pol, ademas de la delecion descrita anteriormente, las mutaciones se
distribuian de una manera mas o menos homogénea a lo largo del gen, aungue el nimero era
ligeramente menor en la retrotranscriptasa y en la integrasa. Hay que destacar que el s61
presentaba dos mutaciones naturales relacionadas con resistencia a antirretroviricos en la
retrotranscriptasa en los aminoacidos 211 (R211K) y 214 (L214F). Estos cambios de
aminoacidos han sido asociados con cierta resistencia a la combinacion de los
antirretroviricos AZT + 3TC (Kemp y cols., 1998). Los tres provirus obtenidos de las células
persistentemente infectadas han mantenido éstas mutaciones a lo largo de los pases en cultivo.
El provirus VH61, ademas presentaba otra mutacion de resistencia, el cambio en el
aminoacido 225 (P225H), que se ha descrito como una mutacion que en combinacion con
otras, confiere resistencia al antirretrovirico Quinoxalina (Pelemans y cols., 1997, Pelemans y

cols., 1998).

En cuanto al gen env, las mutaciones no estaban distribuidas de una forma homogénea
a lo largo del gen. Las mutaciones se acumulaban mayoritariamente desde la region C1 hasta
la region C2. En la regién V3, en el aminoéacido en posicién 7 de los tres provirus, se producia

el cambio de Isoleucina (lle) a Asparragina (Asp). Este cambio se describio como el
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responsable del cambio de fenotipo sincitial a no sincitial (Olivares y cols., 1997). Hay que
destacar que la region V3, aparte de ésta mutacion, se ha mantenido invariable a lo largo de
los pases en cultivo. La conservacion de esta zona con éste virus ha sido descrita

anteriormente (Sanchez-Palomino y cols., 1993, Yuste y cols., 2000).

b) Genes reguladores (zat y rev).

Las frecuencias de mutacion observadas en €éstos genes se encuentran en un rango
entre 9.8 x 10 y 3.2 x 10 s/nt (ver tabla 4.7). En el caso del gen tat del VU1, de las tres
mutaciones observadas, 2 son transiciones G—A y una es una transversion G—C, mientras
que en el gen rev, de las tres mutaciones observadas, 2 son transiciones A—G vy la tercera
también es una transversion G—C. Hay que destacar que el porcentaje de mutaciones no
sindnimas representa el 92.3 % del total, mientras que el de sinbnimas representa el 7.7 %. El
provirus VH61 presentaba una mutacion de C por T en el triplete de terminacion de la
proteina rev, con lo que la sefial de parada se desplazaba hasta el siguiente TGA (tres

aminoéacidos).

¢) Genes accesorios (Vif, vpu, vpry nef).

Las frecuencias de mutacién observadas se encontraban en un rango entre 6.8 x 107 y
1.1 x 102 s/nt (ver tabla 4.8). En los genes vpu y nef, se encuentran las frecuencias de
mutacion mas altas, junto con la LTR y la region situada entre ésta Gltima y el gen gag
(secuencia “leader”), encontradas en los tres provirus con valores entre 2.8 x 102y 1.1 x 107

s/nt. Por término general las transiciones G—A son mas numerosas. En conjunto, el
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porcentaje de mutaciones no sinénimas representa el 60.2 % del total, mientras que las

mutaciones sindnimas representan el 39.8 %, siendo mayor que en el global.

En los genes accesorios vif, vpu y vpr se han observado tripletes de terminacion que
daban lugar a proteinas no funcionales. El provirus VM61 presentaba una acumulacion de
transiciones G—A, dando lugar a una secuencia hipermutada, y como consecuencia a un
triplete de terminacion TGA en el aminoacido en posicién 89 de la proteina Vif. Por otra
parte, el provirus VH61 presentaba dos tripletes de terminacion TAA en los aminoécidos en

posicion 3 de la proteina Vpr y en posicion 5 de la proteina Vpu.

d) Regiones terminales repetidas.

Las frecuencias de mutacion en ésta region se encontraban entre las mas altas del
genoma, con valores comprendidos en un rango entre 1.2 x 10?y 2.2 x 102 s/nt (ver tabla
4.10). El VUG61 presentaba el mayor nimero de mutaciones, y por lo tanto, la frecuencia de
mutacién mas alta (2.2 x 102 s/nt). Las mutaciones observadas suelen acumularse en zonas
donde no existen secuencias nucleotidicas de union de factores celulares con la LTR. Sin
embargo, en los tres provirus, existian dos mutaciones comunes a los tres que se encontraban
en las zonas de unién de los factores celulares c-Myb y USF. Las dos mutaciones se

encontraban en las posiciones 155 (T—>G) y 292 (T—>A).

e) Secuencia “leader”.

En esta regidn se encuentran secuencias nucleotidicas tan importantes para la

replicacion del virus como el sitio de unién del iniciador de la traduccion del genoma proviral
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(“primer binding site”) y la sefial de dimerizacion (DIS). En los tres provirus las frecuencias
de mutacion observadas se encontraban entre un rango de 1.2 x 102y 6.4 x 107 s/nt (ver tabla

4.9). Los cambios observados eran fundamentalmente las transiciones G—>A 0 A—G.
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provirus Mutaciones Frecuencia Tipos de mutaciones
totales ? de
mutacion®
A—-C A-G A>T C-oA C-G C-oT G—->A G-C G-oT T-A T->C T-G6G
VH61 75 8.2x10° 2 14 0 6 1 9 18 3 1 8 7 6
VM61 70 7.7x10° 4 13 0 4 0 5 24 1 0 7 5 7
VU61 88 9.6 x 10° 7 19 2 2 3 7 27 1 1 6 8 5

Tabla 4.5. Anélisis de mutaciones del genoma completo . * Mutaciones de diferencia entre el provirus del aislado inicial s61 y los tres provirus obtenidos de las células
persistentemente infectadas. ° Mutaciones observadas entre el nimero total de nucleétidos secuenciados.

Genes estructurales (gag, poly env).

Mutaciones Frecuencia Mutaciones Mutaciones Tipos de mutaciones
totales? de sinénimas © no
mutacion® sinénimas ¢

gag A—->C A-G AT CoA C-G CoT GoA G-oC G-T T-5A T-C T-G6
VH61 14 9.2x10° 8 6 1 2 0 2 0 0 2 1 1 3 1 1
VM61 13 8.6 x 107 8 5 0 4 0 2 0 1 2 0 0 2 1 1
VU6l 13 8.6 x 107 9 4 0 4 0 2 0 1 2 0 0 1 2 1

pol
VH61 14 46x10° 6 8 1 2 0 3 0 2 5 0 0 1 0 0
VM61 12 3.9x10° 7 5 1 1 0 2 0 1 5 0 0 1 1 0
VU6l 17 5.6 x 107 7 10 3 1 2 0 0 3 5 1 0 1 1 0

env
VH61 21 8.1x10° 12 9 1 5 0 1 0 2 2 1 0 3 5 1
VM61 23 8.8x10° 12 11 3 3 0 0 0 3 6 1 0 2 1 4
VU61 25 9.6x10° 13 12 3 7 0 0 2 2 4 1 1 2 3 0

Tabla 4.6. Andlisis de mutaciones observadas en los genes estructurales . * Mutaciones de diferencia entre el provirus del aislado inicial s61 y los tres provirus obtenidos de
las células persistentemente infectadas. ® Mutaciones observadas entre el nimero total de nucle6tidos secuenciados. ¢ Mutaciones que no suponen cambio de aminoacido. °
Mutaciones que suponen cambio de aminoacido.
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Genes reguladores (zaty rev).

Mutaciones Frecuencia Mutaciones Mutaciones Tipos de mutaciones
totales? de sinénimas © no
mutacion ® sinénimas ¢

tat A—->C A-G AT CH5A C-HoG CoT G-oA G-5C GST T-A T-C T-G6
VH61 1 3.2x10° 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
VM61 2 6.5x 107 0 2 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0
VU61 3 9.8x10° 1 2 0 0 0 0 0 0 2 1 0 0 0 0

rev
VH61 3 8.6 x10° 0 3 0 2 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
VM61 2 5.7x10° 0 2 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0
VU6l 2 5.7x10° 0 2 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0

Tabla 4.7. Analisis de mutaciones observadas en los genes reguladores . ® Mutaciones de diferencia entre el provirus del aislado inicial s61 y los tres provirus obtenidos de
las células persistentemente infectadas. ° Mutaciones observadas entre el nimero total de nucle6tidos secuenciados. © Mutaciones que no suponen cambio de aminoécido. °
Mutaciones que suponen cambio de aminoacido.



Genes accesorios (Vit, vpr, vpuy nel).

Resultados

Mutaciones Frecuencia Mutaciones Mutaciones

Tipos de mutaciones

totales * de sindnimas ° no
mutacién® sinénimas ¢

vif A—->C A-G A>T CoA C-G CT GoA G-oC G-T T-A T-HC T-G6
VH61 4 6.8 x 10° 2 2 0 0 0 0 0 2 1 1 0 0 0 0
VM61 6 1.0x 102 2 4 0 0 0 0 0 0 5 0 0 0 1 0
VU61 3 5.1x 107 2 1 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0

vpr
VH61 6 2.0x 107 2 4 0 0 0 0 0 2 2 0 0 0 1 1
VM61 2 6.8 x10° 1 1 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0
VU61 3 1.0x 102 1 2 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0

vou
VH61 7 2.8x 107 3 4 0 0 0 0 1 1 3 0 0 0 1 1
VM61 3 1.2x 107 0 3 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 1
VU6l 5 2.0x 102 2 3 0 0 0 0 1 0 3 0 0 0 0 1

nef
VH61 7 1.1x10? 3 4 0 2 0 0 0 0 2 0 0 1 0 2
VM61 8 1.2x 107 4 4 0 2 0 0 0 1 2 0 0 1 1 1
VU61 13 2x 107 5 8 1 1 0 0 0 0 6 0 0 1 1 3

Tabla 4.8. Analisis de mutaciones observadas en los genes accesorios .  Mutaciones de diferencia entre el provirus del aislado inicial s61 y los tres provirus obtenidos de las
células persistentemente infectadas. ® Mutaciones observadas entre el nimero total de nucle6tidos secuenciados. © Mutaciones que no suponen cambio de aminoacido. *
Mutaciones que suponen cambio de aminoacido.
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Regiones terminales repetidas

LTR  Mutaciones Frecuencia Tipos de mutaciones
totales ? de
mutacion®
A->C A->G AT C-HA C-o5G C-HT GHA G-HC G-HT T--A T-HC T-HG
VH61 8 1.2x10° 0 3 0 0 0 1 1 0 0 2 0 1
VM61 10 1.5x 107 0 3 0 0 0 1 2 0 0 3 0 1
VU611 14 2.2x 107 0 3 0 0 0 1 5 0 0 2 1 2

Tabla 4.9. Andlisis de mutaciones observadas en la LTR . # Mutaciones de diferencia entre el provirus del aislado inicial s61 y los tres provirus obtenidos de las células
persistentemente infectadas. ° Mutaciones observadas entre el nimero total de nucledtidos secuenciados.

Regidn desde la LTR al principio del gen gag.

Sec. Mutaciones Frecuencia Tipos de mutaciones
leader  totales® de
mutacion®
A->C A-G AT CHA C-HG C-HT GHA G-HC G-HT T-HA T-HC T-HG
VH61 2 1.2 x 107 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
VM61 1 6.4x10° 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
VU6l 2 1.2 x 10 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0

Tabla 4.10. Analisis de mutaciones observadas en la region des la LTR al gen gag . * Mutaciones de diferencia entre el provirus del aislado inicial s61 y los tres provirus
obtenidos de las células persistentemente infectadas. ° Mutaciones observadas entre el niimero total de nucleétidos secuenciados.
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4.2.6.2.2. Relacién entre mutaciones sinénimas y no sinénimas.

El estudio de la relacion que existe entre las mutaciones que no suponen cambio de
aminoacido (sindnimas) y las mutaciones que suponen cambio de aminoacido (no sinénimas),
se utiliza generalmente para determinar si una regién genémica se encuentra sometida a
presion selectiva. Este método ha sido utilizado previamente para estudiar la evolucion en el
VIH-1 (Ganeshan y cols., 1997) (Shiino y cols., 2000). En nuestro estudio se ha realizado por
grupos de genes para ver que regiones del genoma se han visto sometidas a presiones
selectivas durante el proceso de la persistencia. El analisis se ha llevado a cabo con al ayuda

del programa SNAP y los resultados se muestran en la tabla 4.11. y graficamente en la figura.

Genes ? sP ne¢ s N ¢ ps*  pn? pn/ps"  Seleccion
positiva '
Estructurales 74.83 77.17 4488.84 16799.16 0.017 0.005 0.3 NO
Reguladores 1 12 447 1524 0.002 0.008 4 Sl
Accesorios 23 40 1081.16 4129.84 0.02 0.01 0.5 NO

Tabla 4.11. Relacién entre mutaciones sindnimas y no sindnimas. * Genes estructurales (gag, pol y env),
Reguladores (tat y rev) y Accesorios (vpr, vpu, nef y vif). ® s : Nimero de sustituciones sinénimas observado. °
n: NGmero de sustituciones no sinénimas observado. ¢ S: Nimero medio de sustituciones sinénimas posibles. ¢
N: Numero medio de sustituciones no sinénimas posibles. © Proporcién de mutaciones sinénimas (s / S). ¢

Proporcién de mutaciones no sinénimas (n / N). " Relacién entre proporcién de no sinénimas y sinénimas. ' Se

considera que existe seleccion positiva cuando el cociente pn / ps es mayor de 1.

Los valores de la tabla apoyan la hip6tesis de que haya existido una seleccion positiva
en los genes reguladores, aunque éste valor puede estar sesgado debido al pequefio tamafio de

tat (306 nucleétidos) y rev (351 nucleétidos para el VM61y VU61, y 360 para el VH61).
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Valores ds/dn

. | | |

0 gag pol vif  vpr tat rev vpu env nef o000

I He61l vs 61
I M61 vs 61
0 uel vs 61

vpr vpu
R . tatl - tat2
gag vif — m
revl rev
_ p0| - B ] nef
1] N ]
5LTR env

Figura 4. . Representacion grafica del analisis realizado mediante el programa SNAP. En el eje de
ordenadas se representa la relacion ds /dn, es decir, la relacion entre mutaciones sinénimas y no sinénimas, yn el

de abcisas el genoma separado por genes.

4.2.6.2.3. Descripcion y localizacion de las mutaciones no sindnimas en los tres provirus.

Una vez estudiadas las relaciones entre las mutaciones sinénimas y no sinénimas,
analizamos en detalle los cambios de aminoacido que se habian producido durante la
persistencia, intentando describir las alteraciones en las proteinas viricas que pueden ser
responsables de éste proceso. La descripcion de los cambios de aminoacido asociados

encontrados en cada uno de los genes viene descrita en las tablas 4.12, 4.13 y 4.14.

Mutaciones no sinénimas VH61.Tabla 4.12

gag Localizacién Frecuencia en base de datos
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A67S pl7 Alta
G121D pl7 Alta
FeY p7 Muy baja
K11R p7 Alta
T8P p6 No observada
L30Q p6 Alta
pol
136M proteasa Alta
T39A retrotranscriptasa Baja
D192N retrotranscriptasa Muy baja
P225H retrotranscriptasa No observada
P243L retrotranscriptasa No observada
D324E retrotranscriptasa Alta
AT Rnasa H Baja
D256E integrasa Alta
env
MAT péptido sefial Alta
K85E C1 Baja
P147T V1 Muy baja
D177E V2 No observada
E268K c2 Alta
V283N C2 Baja
1302N V3 Alta
L661W gp4l No observada
T700V gp4l Muy baja
vif
R92K Alta
V142L No observada
vpr
Q3Stop Dominio N-terminal No observada
H45Y Final de la region del lazo Alta
D52E Dominio helicoidal 11 No observada
R86Q Dominio rico en aminoéacidos Alta
bésicos
vpu
Q5Stop Dominio transmembrana No observada
L7V Dominio transmembrana Alta
R35K Dominio citoplasmatico Alta
N37K Dominio citoplasmético Alta
lat
R73P Alta
rev
A27P Sitio de union al RRE Alta
T108A Region C-terminal Alta
1109V Regién C-terminal Alta
nef
S8N Sitio potencial de localizacién Muy baja
nuclear
111S Sitio potencial de localizacion Baja
nuclear
N46S Alta
1101V Dominio del core Alta

Mutaciones no sinénimas VM61.Tabla 4.13
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G121D pl7 Alta
N9S p2 Alta
L30Q p6 Alta
S38L p6 Alta
pol
D324E retrotranscriptasa Alta
H17P Integrasa No observada
S18N Integrasa Alta
1161V Integrasa No observada
D256E Integrasa Alta
env
M26I péptido sefial Alta
T49P C1 No observada
S56A C1 No observada
K85R C1 Muy baja
K87E C1 Alta
S143N V1 Alta
V283N c2 Alta
1302N V3 Alta
AB07T gp4l Alta
T700V gp4l Muy baja
V705G gp4l No observada
vif
W89Stop No observada
R92K Alta
G143E No observada
R155K Alta
vor
R86Q Dominio rico en aminoacidos Alta
bésicos
vpu
L7V Dominio transmembrana Alta
R35K Dominio citoplasmatico Alta
D81IN Dominio citoplasmético Alta
lat
R57K Dominio basico Muy baja
R73P Alta
rev
E11K Regién N-terminal No observada
A27P Regién N-terminal Alta
nef
N46S Alta
F68L Muy baja
1101V Dominio del core Alta
A190T Dominio del core No observada

Mutaciones no sinénimas VU61. Tabla 4.14

gag Localizacion Frecuencia en base de datos
G121D pl7 Alta

F32L p24 Muy baja

N9S p2 Alta
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K41R p7 Baja
pol
T39A retrotranscriptasa Baja
E173K retrotranscriptasa Muy alta
H208L retrotranscriptasa No observada
E396D retrotranscriptasa Baja
T33P Rnasa H No observada
AT Rnasa H Baja
V249E Integrasa No observada
P261L Integrasa No observada
D279H Integrasa No observada
env
D78A C1 No observada
K85E C1 Baja
S143N V1 Alta
A227G c2 Muy baja
S256L c2 No observada
L260V c2 No observada
V283N C2 Alta
1302N V3 Alta
K476R C5 Alta
V496l C5 Alta
T700V gp4l Muy baja
C837F gp4l Alta
vif
1128V Alta
vor
S41G Dominio helicoidal | Alta
R86Q Dominio rico en aminoacidos Alta
bésicos
vpu
L7V Dominio transmembrana Alta
R35K Dominio citoplasmético Alta
N37K Dominio citoplasmético Alta
lat
R19K Alta
R73P Alta
rev
A27P Alta
1109V Region C-terminal Alta
nef
S8N Muy baja
111S Baja
D28E Alta
N46S Alta
1100L Alta
R105K Alta
V114l Alta
M173I Alta

4.2.6.2.3. Relaciones filogenéticas de los genomas completos secuenciados.
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Con el objeto de intentar ver si las mutaciones observadas en el establecimiento de la
persistencia, se habian acumulado de manera similar en los provirus obtenidos de las dos
lineas celulares T (H61 y M61) y si éstas eran diferentes a las observadas en el provirus
obtenido de la linea celular promonocitica (U-937 clon 2), se procedié a un analisis
filogenético de las secuencias de los genomas completos. Las matrices de distancias obtenidas
mediante el modelo de dos pardmetros de Kimura se utilizaron para la construccion del arbol
filogenético mediante el método del vecino mas préximo (“Neighbor-Joining™). Los genomas
de los provirus obtenidos de las lineas celulares T (VH61 y VM61), se agrupaban en la misma
rama, con un valor alto de remuestreo de 91 %. EIl genoma del provirus obtenido de la linea
celular promonocitica (VU61) se agrupaba en una rama independiente de los otros 2 y

separado del s61. El arbol filogenético se muestra en la Figura 4.3.
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Figura 4.3. Analisis filogenético de las secuencias nucleotidicas de los genomas completos de los provirus
obtenidos de la persistencia (en negrita) y del provirus s61 mediante el método del vecino més préximo
(“Neighbor Joining™). Los nimeros sobre las ramas representan los valores de remuestreo (“bootstrap™). La

barra de la escala representa un 1 % de distancia genética entre las muestras.
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4.2.6.2.4. Mutaciones comunes en los dos provirus VH61 y VM61 obtenidos de las

lineas celulares T persistentemente infectadas.

En el analisis filogenético se ha observado que se agrupan los provirus VH61 y VM61
en la misma rama, con un alto valor de remuestreo, indicando que estan filogenéticamente
muy préximos. A pesar de tratarse de dos lineas independientes de obtencion de persistencia,
existe un gran nimero de mutaciones comunes. Los dos provirus compartian 34 mutaciones.
Précticamente de la mitad de todas las mutaciones observadas en los genomas del VH61 y
del VM®61 eran las mismas. La distribucion de éstas mutaciones fue: 8 en la LTR, 1 en la
secuencia leader, 7 en gag, 6 en pol, 8 enenv, 1 envif, 3ennef, Lenrev, Lentat, Lenvpr y
2 en vpu. Considerando las mutaciones por genes obtenemos un nimero de 39 mutaciones.
Esta diferencia es debida a que existen mutaciones en zonas en que varios genes solapan.
Existe una mutacién en la zona que solapan los genes env, tat y rev. Otra mutacién se
encuentra en la zona que solapan gag y pol. Por Gltimo, existen 2 mutaciones en la zona en la

que solapan el gen nefy la LTR.

4.2.6.2.5. Mutaciones comunes a los tres provirus.

En el apartado anterior, hemos visto que existian mutaciones comunes en los provirus
obtenidos de lineas celulares T. A continuacion, nos interesaba conocer el numero de
mutaciones comunes que existian entre los tres provirus, independientemente de la linea
celular. Este dato nos podia indicar qué mutaciones se habian seleccionado en el proceso del
establecimiento de la persistencia en los tres linajes independientes. Los tres provirus, VH61,
VM61 y VU6G1 presentaban 24 mutaciones comunes. De éste dato se deduce que 10

mutaciones son especificas del establecimiento de la persistencia en las lineas T. La
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distribucion de éstas mtaciones fue: 4 en la LTR, 1 en gag (solapa con el gen pol), 4 en pol (1

solapa con gag), 1 envify 1 en env.

De las 24 mutaciones comunes en los tres provirus, 5 se encuentran en regiones que
solapan, por lo tanto, como hemos analizado las mutaciones por genes independientes, el
namero de mutaciones es superior, obteniéndose un total de 28. De éstas, 23 se encontraban
en las regiones codificantes, donde 14 correspondian a mutaciones sindnimas y 9 eran no
sindnimas. Las otras 5 mutaciones se distribuian 2 en la LTR y 3 en la regién desde la LTR al

principio de gag. La distribucion de las mutaciones no sinénimas se detalla en la Figura 4.4.
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Figura 4.4. Distribucion a lo largo del genoma de las mutaciones comunes de los tres provirus obtenidos de las
células persistentemente infectadas. En el eje de abcisas se encuentran representadas las regiones y genes que
forman el genoma del VIH-1. En el eje de ordenadas se representa el nimero de mutaciones observadas. Las
barras de color rojo representan las mutaciones no sindnimas. Las barras de color negro representan las
mutaciones sindnimas. Las barras rosa y azul representan las mutaciones encontradas en la LTR y la region de la

secuencia leader.

4.2.6.2.6. Analisis de la cuasiespecie virica en los tres provirus a un pase de persistencia
reciente ( pase 35) y de persistencia establecida (Gltimo pase dado en cultivo) en la

region C2-V5 de la envuelta.

El proposito de éste andlisis fue comparar la composicion de la cuasiespecie a lo largo
del proceso del establecimiento de la persistencia. Hemos considerado el pase 35 como un
punto de persistencia reciente, y alrededor del pase 100 como un punto de persistencia

establecida. Los alineamientos correspondientes se muestran en el Anexo IlI.

Para realizar el estudio de las cuasiespecies viricas de los tres provirus se realizo6
clonaje molecular de la region desde C2 a V5 del gen env (comprendida entre los primers 27
y 22). Se secuenciaron a pase 35: 10 clones del VH61, 13 clones del VM61 y 10 clones del
VUG61. En el punto de persistencia establecida se secuenciaron: 11 clones del VH61, 10
clones del VM61y 12 clones del VUG61. Las frecuencias de mutacidn observadas al comparar
con la secuencia consenso obtenida en el pase correspondiente, se muestran en la tabla 4.16.
En el andlisis de la cuasiespecie del provirus VM61 se encontraron cuatro clones
hipermutados. Estos clones no se tuvieron en cuenta en el anélisis de la frecuencia de

mutacion.
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provirus persistencia temprana persistencia tardia
VH61 3.7x10° 1.7x10°
VM61 3.1x10° 2.1x10°
VU6l 49x10° 3.1x10°

Tabla 4.16. Frecuencia de mutacion expresada en s/nt observada en los tres provirus.

En el andlisis de los distintintos clones que componen la cuasiespecie se encontraron
en algunos casos un numero elevado de clones no viables atendiendo a la secuencia de esta
zona. Los clones no viables observados lo eran por la existencia de codones de terminacion o,
en algun caso, por la existencia de clones hipermutados. EI nimero de clones no viables

obtenidos en cada uno de los casos se encuentra resumido en la tabla 4.17.

Provirus persistencia temprana persistencia tardia
VH61 10/10 (100 %) 10/11 (91 %)
VM61 7/13 (54 %) 9/10 (90 %)
VU61 6/10 (60 %) 9/12 (75 %)

Tabla 4.17 Clones viables

Como se puede apreciar en las tablas anteriores, acompafando al establecimiento de la
persistencia se observé una bajada global de la frecuencia de mutacién y un aumento en el

ndmero de clones viables.
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5. Discusion.

El trabajo realizado en ésta tésis se ha encaminado al estudio de la importancia de los
genes accesorios y su implicacién en la biologia del VIH-1. Para ello se han realizado dos

tipos de estudios:

a) Andlisis filogenético de aislados naturales, cuya principal caracteristica era la
imposibilidad de ser cocultivados y un posterior estudio de posibles alteraciones en el gen

accesorio nef que pudiesen estar influyendo en éste fenotipo.

b) Estudio y caracterizacion del establecimiento de infecciones persistentes con un mismo
aislado en tres lineas celulares diferentes y participacion de los genes accesorios en éste

proceso.

El objeto de centrarnos en el estudio de los genes accesorios ha sido no solo por su
importancia como factores de virulencia, sino porque también juegan un importante papel en

las interacciones entre los virus y su hospedador (Trono, 1998).

5.1. Andlisis filogenético de las muestras cocultivo negativo de ONUSIDA.

La répida expansion del VIH en el mundo, y principalmente en el continente Africano,
pone de manifiesto la urgencia del desarrollo de una vacuna. Se ha postulado que la variacion
genética podria representar uno de los principales obstaculos en el desarrollo de ésta vacuna,

debido fundamentalmente a la falta de proteccion cruzada entre los subtipos.

En éste estudio, hemos analizado un grupo de muestras que eran incapaces de replicar
en PBMCs, obtenidas de diferentes paises y continentes, a través del programa de las
Naciones Unidas para el aislamiento y caracterizacion de muestras. El analisis filogenético
llevado a cabo ha mostrado que las muestras procedentes de Sudafrica, India y China se
agrupaban en la misma rama de los arboles filogenéticos con unos valores altos de
remuestreo. Por el contrario, las muestras procedentes de Brasil y de Israel, aunque se

agrupaban dentro del subtipo C, se encontraban estadisticamente segregadas. Sin embargo,
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datos de un estudio pararelo con muestras cocultivo positivo, no mostraban ésta segregacion y

todas las muestras se agrupaban dentro del subtipo C (Dr. M. Kalish, comunicacion personal).

Las muestras procedentes de Brasil se encontraban separadas estadisticamente en dos
de las tres regiones gendmicas analizadas (p17-gag y gen nef), aunque la distancia genética
no era muy alta. Esta segregacion podia ser explicada por la estrecha relacion entre las
muestras brasilefias, puesto que todas ellas procedian de la ciudad de Porto Alegre y ademas,
la muestra que hemos empleado como referencia (BR025) del subtipo C pertenece a la misma
ciudad, y por ese motivo se agrupa en la misma rama que las muestras cocultivo negativo de
nuestro estudio. Otra posible explicacidn de ésta segregacion podria estar relacionada con el
numero limitado de muestras utilizados en nuestro estudio, asi como del bajo nimero de

paises de los cuales disponiamos de muestras.

Fenotipicamente, todas las muestras analizadas fueron NSI de acuerdo a los
marcadores observados en las posiciones 307, 319 y 320 de las secuencias en la region V3. El
fenotipo NSI, segun la literatura, es el predominante entre las muestras correspondientes al

subtipo C (Bjorndal y cols., 1999, Van Harmelen y cols., 1999).

Ademas de éste analisis filogenético de las muestras, estabamos interesados en el
estudio de la propiedad de cocultivo negativo que presentaban éstas cepas y la implicacion
que podria tener el gen accesorio nef en éste fenotipo. En éste sentido, hemos encontrado una
acumulacion de modificaciones en las secuencias aminoacidicas de regiones con funciones
importantes en el gen nef. Se ha encontrado una proporcién alta de alteraciones entre las
muestras cocultivo negativo en contraposicién a las muestras control cocultivo positivo, entre
las que solo se ha encontrado una secuencia con algun tipo de alteracion. La presencia de
varias alteraciones en un gran numero de motivos funcionales del gen, pareceria indicar que la
proteina Nef podria no ser funcional. Los cambios mas sorprendentes se han encontrado en
las muestras IN14 e IN5, que claramente presentan una proteina no funcional. La primera
tenia una delecion importante desde el primer nucleétido de la proteina hasta justamente el
comienzo de la LTR, y la segunda presentaba dos tripletes de terminacion. En ambos casos,

las secuencias de la LTR que solapan con el gen nef, permanecian intactas.
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La importancia de la acumulacion de cambios se ve reflejada por el bajo nimero de

alteraciones encontradas en las secuencias de las muestras control cocultivo positivo.

Nuestros datos se apoyan en observaciones anteriores descritas en la literatura, donde
existen numerosos ejemplos en los que se relaciona la presencia de proteinas Nef no
funcionales con pacientes no progresores, los cuales presentan generalmente baja carga viral
y una limitada replicacion virica (Deacon y cols., 1995, Kirchhoff y cols., 1995, Salvi y cols.,
1998).

En resumen, hemos analizado un grupo de muestras que se agrupaban
mayoritariamente dentro del subtipo C. Solamente una de ellas fue un recombinante C/B/C.
Las muestras procedentes de Brasil se encontraban segregadas de la otras pertenecientes al
subtipo C, probablemente debido a un origen geografico clonal. Finalmente, hemos
encontrado una acumulacion de alteraciones en el gen nef entre las muestras que podria estar

asociado con el fenotipo de cocultivo negativo.

5.2. Establecimiento de las infecciones persistentes in vitro: mutaciones asociadas.

En ésta parte del trabajo, nos interesaba estudiar el proceso del establecimiento de la
persistencia. Nuestro objetivo con éste estudio era el de intentar acercarnos, mediante un
sistema in vitro, lo mas posible a lo que sucede en una infeccion natural persistente. Para ello
nos centramos en el estudio de la evolucidén que experimenta el virus en diferentes lineas
celulares sometiéndolo para ello a pases sucesivos en cultivo. Légicamente, el sistema in vitro
tiene una serie de limitaciones importantes a la hora de intentar reproducir lo que esta
sucediendo in vivo en el paciente. De todas ellas, una de ellas es la ausencia de una presion
inmune. Para intentar paliar lo més posible éstas diferencias, elegimos un aislado natural (s61)
del VIH-1 para la realizacion del estudio. EI motivo de elegir un aislado natural para realizar
las infecciones en lugar de un clon infeccioso, fue el de partir de una cuasiespecie virica
heterogénea y ver la evolucion de la misma y la seleccion de poblaciones de la cuasiespecie a
lo largo de los pases en tres lineas celulares distintas. La decision de elegir tres lineas
celulares (dos lineas linfoides T CD4") y una promonocitica, fue la de observar dicha
evolucidn en diferentes lineas, ya que en el paciente las células que mayoritariamente resultan

infectadas por el virus son linfocitos T CD4" y monocito-macréfagos. En éste proceso, la
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primera seleccién de variantes que ha sufrido el aislado s61 ha sido la adaptacién a cada una
de las lineas celulares, y posteriormente se han ido seleccionando aquellas variantes de la
cuasisepecie que eran menos citopaticas para las células y que han permitido una infeccion

persistente.

Para estudiar los cambios que se habian producido en las secuencia de los tres
provirus, obtenidos de las celulas persistentemente infectadas, en comparacion con la
secuencia del aislado s61, los cuales han contribuido al establecimiento de la persistencia, se

secuenciaron los genomas completos de los cuatro provirus.

5.2.1. Frecuencias de mutacion observadas.

El alto grado de variacion encontrado in vivo entre las secuencias nucleotidicas del
VIH-1 es el resultado de la alta tasa de error asociada a la RT, a los altos niveles de
replicacion virica que se producen en un paciente y al prolongado periodo de infeccion que
caracteriza a la enfermedad (Coffin, 1995, Perelson y cols., 1996, Temin, 1989, Wain-
Hobson, 1996). En nuestro caso a pesar de tratarse de un sistema in vitro también
encontramos unas altas frecuencias de mutacién. Las frecuencias de mutacion observadas al
comparar los genomas completos de los tres provirus, con el aislado s61, fueron muy
similares (entre 7.7 x 10 y 9.6 x 10™ s/nt). En este caso, se pueden atribuir principalmente a
la alta tasa de error de la RT y la seleccién de variantes menos citopaticos en el
establecimiento de la persistencia. Sin embargo, si se apreciaron diferencias cuando se realiz

el andlisis detallado de cada gen (ver Tabla 4.5).
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5.2.2. Distribucion de las mutaciones.

Se ha descrito previamente que la variabilidad genética del VIH-1 no es uniforme a lo
largo del genoma existiendo unas regiones mas conservadas que otras (Quinones-Mateu y
cols., 1996). En nuestro estudio hemos encontrado una diferencia en la distribucion de las
mutaciones que, en ciertos genes, es mucho mas marcada que la descrita previamente. En el
proceso del establecimiento de la persistencia se ha podido observar que las frecuencias de
mutacion mas altas se encontraban generalmente localizadas en los genes accesorios, en la
secuencia “leader” y en la LTR. Estos datos indican que existen diferencias en los
mecanismos que acttan dentro de cada grupo de genes a la hora del establecimiento de la
persistencia ya que se aceptarian mas mutaciones en éstas regiones que los genes estructurales

y por lo tanto, existiria una menor flexibilidad en los genes gag, pol y env.

Aungue hemos observado la baja capacidad para aceptar cambios en los genes
estructurales, existen dentro de dichos genes unas zonas que estan mas conservadas que otras.
En el gen gag se observo que la secuencia nucleotidica que codifica para la proteina pl7
presentaba el doble de mutaciones que la region que codifica para la p24. En el gen pol, la
distribucion es mas o menos homogénea, aunque el nimero de mutaciones es ligeramente
menor en la retrotranscriptasa e integrasa. En el gen env, las mutaciones encontradas no se
distribuian de una forma homogeénea, existiendo zonas como la region V3 en las que sélo

existia un cambio con respecto a la secuencia del s61.

Es especialmente relevante la observacion de la baja variabilidad observada en el gen
env que ha sido descrito como particularmente variable especialmente en las regiones
denominadas variables V1-V5. El lazo V3 se ha venido considerando como la zona que
acumula una mayor variablidad a lo largo del genoma del VIH-1 al analizar distintos aislados
primarios. Probablemente la ausencia de variacion observada en este caso se deba a que se
trata de un sistema in vitro, es decir en ausencia de presion inmune. En una infeccion natural
V3 es el sitio con mayor poder inmunogénico por lo que se ve sometido a una presion
selectiva continua por parte del sistema inmune. En un sistema in vivo existiria una continua
dinamica de seleccion de variantes de escape a la respuesta inmune. En nuestro caso la Gnica

presion a la que se ve sometida esa zona del genoma durante los pases que llevan al
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establecimiento de la persistencia, es la necesidad de un cambio de fenotipo sincitial a no
sincitial que mapea en el lazo V3 (Olivares y cols., 1997). En el establecimiento de la
persistencia, se han seleccionado los provirus que han adquirido el fenotipo de NSI ya que al
no ser citopaticos, permitirian la supervivencia de las células infectadas. Recientemente se ha
publicado otro caso en el que se observa una ausencia de variacion en la envuelta,
especialmente marcada en V3 con una ausencia total de variacion. En este caso se trata
también de un sistema in vitro en el que se estudia la acumulacion de mutaciones tras pases

seriados en cuello de botella (Yuste y cols., 2000)

Las diferencias en cuanto a la acumulacion de mutaciones en los genes gag y pol son
similares a las descritas estudiando la variacion de distintos aislados de VIH-1.
Probablemente estas diferencias sean debidas principalmente a restricciones de funcionalidad
inherentes a dichas proteinas. En un apartado posterior analizaremos con mayor detalle la

variacion en los genes accesorios.

5.3. Relacion filogenética entre los virus persistentes en lineas T y en U-937.

Estdbamos interesados en cononer si el proceso de la persistencia se habia producido
de manera similar en las lineas celulares T y éste era diferente del producido en la linea
promonocitica. Para ello, realizamos un anélisis filogenético de las secuencias nucleotidicas
de los genomas completos de los tres provirus obtenidos de las células persistentemente
infectadas. El resultado de éste analisis (ver apartado 4.2.8.2.3), mostraba que la persistencia
se habia producido de manera similar en las células de las lineas T, ya que los provirus VH61
y VMG61 se agrupaban en la misma rama del &rbol filogenético con un valor de remuestreo del
91 % , y se separaban de la secuencia nucleotidica del provirus VU61 (ver resultados). Si
estaban tan proximos filogenéticamente el VH61 y VM61, deberian de tener un elevado
numero de mutaciones comunes a los dos. En el estudio en detalle de las mutaciones comunes
a los dos se observo que compartian 34 mutaciones. Este numero era bastante alto puesto que
las mutaciones totales observadas en todo el genoma eran de 75 para el VH61 y 70 para el
VM61.
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Por otra parte, nos interesaba conocer el nUmero de mutaciones comunes que
existian entre los tres provirus, independientemente de la linea celular en la que se habia
establecido la persistencia. ElI objeto de éste andlisis era el de intentar determinar las
mutaciones que se habian seleccionado en el transcurso del fenémeno de la persistencia. El
analisis nos mostraba que existian 24 mutaciones que compartian los tres provirus (ver
resultados). La probabilidad de que se fije una determinada mutacién en tres lineas
independientes es muy baja. Por lo tanto, cabria pensar que éstas 24 mutaciones se han
seleccionado como consecuencia del proceso de persistencia. De éste dato establecimos que
las mutaciones especificas de las lineas T eran 10. La distribucion de éstas mutaciones fue: 4
en la LTR, 1 en gag (solapa con el gen pol), 4 en pol (1 solapa con gag), 1 en vify 1 en env.
El alto nimero de mutaciones comunes que se acumulan en la LTR y en el gen pol podrian

tener que ver con la adaptacion a linea celular.

5.4. Mutaciones en los genes accesorios posiblemente relacionadas con el fenotipo de

persistencia.

Teniendo en cuenta, la alta acumulacion de mutaciones observada en los genes
accesorios de los tres provirus, asi como la bibliografia existente que relaciona el fenotipo de
persistencia con determinadas mutaciones en dichos genes, nos dispusimos a analizar con
mayor detalle las mutaciones observadas en los genes accesorios en cada una de las lineas

celulares.

5.4.1. Persistencia en la linea celular H9.

En la secuenciacién del genoma completo del provirus denominado VH61 obtenido de
las células H9 persistentemente infectadas, se han observado dos mutaciones que daban lugar
a tripletes de terminacién en los genes vpr (aminoacido en posicién 3) y vpu (aminoacido en
posicion 5). Estas mutaciones originaban proteinas no funcionales. La no funcionalidad tanto
de la proteina Vpr como de la proteina Vpu, se ha relacionado con un fenotipo de virus
persistente en un clon de la linea celular MT-4 (M10) y en la linea celular H9 (Kishi y cols.,
1992, Mustafa & Robinson, 1993, Nakaya y cols., 1996, Nishino y cols., 1994). Es

significativo que en el estudio realizado con la misma linea celular (H9) las mutaciones que se
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han encontrado asociadas a la persistencia, son proteinas Vpr y Vpu no funcionales, al igual

gue lo observado en nuestro estudio.

En la caracterizacion fenotipica de las células H9 persistentemente infectadas
realizada por Lourdes Mufioz se observo que en el punto de persistencia establecida,
solamente el 30 % de las células del cultivo expresaban proteinas viricas (determinado por
IFI) y no se observaba expresion del receptor CD4. Estos datos podrian explicarse teniendo
en cuenta la funcionalidad de la proteina Nef. Dicha proteina tiene un efecto de bajada en los
niveles de expresion de CD4. El hecho de que no aumente el porcentaje de células infectadas
puede deberse a que la ausencia de expresion del receptor hace que no existan células
susceptibles de ser infectadas por los virus que se liberan. Este dato esta apoyado por el hecho
de que éstas células (H61) no son susceptibles de sobreinfectarse por las cepas de virus IlIB 'y
s61. Ademas no se activo la replicacion con TNF-a. y PMA. Esta observacion también apoya

la hipotesis de la no replicacion por la ausencia de células susceptibles.

Por otra parte el virus VH61 es capaz de infectar H9 y MT-4 pero no U-937 clon 2.
Este dato puede estar relacionado con alguna mutacién de las descritas anteriormente

probablemente asociadas con la especificidad para lineas T.

5.4.2. Persistencia en la linea celular MT-4.

En la secuenciacion del genoma completo del provirus denominado VM61 obtenido
de las celulas MT-4 persistentemente infectadas, se ha observado una mutacion G—A que
originaba un triplete de terminacion en el gen vif (aminoécido en posicion 89). Ademas de
ésta mutacién, se observa una hipermutacion G—A. La tendencia de la RT a producir éste
tipo de mutaciones ha sido ampliamente descrita (Pathak & Temin, 1990, Vartanian y cols.,
1991). La acumulacion de éstas mutaciones en el gen vif, probablemente se debe al hecho de
que al no dar una proteina funcional no es objeto de seleccion y se acumulan todas las
mutaciones que se producen. La no funcionalidad de la proteina Vif, se ha relacionado con un
fenotipo de virus persistente en un clon de la linea celular MT-4 (M10) (Kishi y cols., 1992,
Nakaya y cols., 1996).
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En la caracterizacion fenotipica de las células MT-4 persistentemente infectadas se
observO que en el punto de persistencia establecida, el 100 % de las células del cultivo
expresaban proteinas viricas (determinado por IFI). Se observaba que el 7 % de las células
expresaban el receptor CD4. Al igual que las H61, no se activaba la replicacion con TNF-a y
PMA.

Al intentar infectar con el virus VM61 las células H9, MT-4 y U-937 clon 2,
solamente se infectaron las células MT-4. Este dato era esperable teniendo en cuenta que las
lineas H9 y U-937 clon 2 son no permisivas a la infeccion por virus defectivos en la proteina
Vif (Gabuzda y cols., 1992).

En el caso de la persistencia en U-937 clon 2 no hemos encontrado mutaciones en los

genes accesorios que hayamos podido asociar al fenotipo de persistencia.

5.5. Persistencia en la linea celular U-937 clon 2.

En la caracterizacion fenotipica de las células U937-2 persistentemente infectadas se
observd que en el punto de persistencia establecida, el 1% de las células del cultivo
expresaban proteinas viricas (determinado por IFI). Se observaba que el 38 % de las células
expresaban el receptor CD4. A diferencia de lo observado en la persistencia en células H9 y
MT4, se produce una activacion en la replicacion viral al activar con TNF-a y PMA. En este
caso parece que la ausencia de efecto citopatico es debido en gran medida a la existencia de
algin defecto en la replicacion del virus VUG61. Este efecto estaria reflejado por la pequefia
cantidad de virus infeccioso que existe en el sobrenadante (5,6x10? Dlso/ml), la existencia de
un bajo porcentaje de células infectadas (1% en IFI) a pesar de existir un gran nimero de
células susceptibles que expresan el coreceptor CD4 (38%). Ademas, en experimentos de
infeccion de células H9, MT4 y U937-2 se observa la incapacidad del virus VUG61 para
infectar a las tres lineas celulares. Sin embargo, la capacidad replicativa del virus se recupera

al activar el cultivo con TNF-a y PMA.
Este resultado nos lleva a la hipdtesis de que en el caso de la ausencia de efecto

citopatico a pesar de la existencia de virus en el cultivo en células U937-2 se debe mas a un

fendmeno de latencia que de persistencia propiamente dicha.
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5.6. Otras mutaciones posiblemente relacionadas con el fendmeno de la persistencia.

Ciertas datos previamente descritos en la bibliografia asi como algunas de las
observaciones obtenidas de este trabajo sugieren que las mutaciones en los genes accesorios
descritas anteriormente como implicadas en la persistencia no son suficientes para explicar
este fendmeno.

En trabajos anteriores, al introducir por mutagénesis dirigida en un clon infeccioso
deleciones en vpr, vpu y vif el fenotipo persistente no se observa de forma inmediata. En esos
casos el cultivo sufre una crisis de viabilidad de la que sobreviven un pequefio nimero de
células que acaban por recuperar el cultivo. Esta dinamica de obtencidn de persistencia parece
coincidir con la necesidad de adquirir una o varias mutaciones adicionales que, junto con las

mutaciones de los genes accesorios introducidas sean necesarias en el fenotipo persistente.

Por otro lado en el caso de la persistencia-latencia obtenida en la linea U937-2 no se

ha observado ninguna mutacion significativa en los genes accesorios.

En la secuenciacion completa de los virus VH61, VM61 y VU61 se han descrito 11
mutaciones no sindnimas que se han acumulado de manera independiente en las tres lineas asi
como 2 mutaciones en la LTR. Entre estas mutaciones se encontrarian las que podrian ayudar
a la persistencia. Las mutaciones que son candidatos méas firmes a tener un papel en la
persistencia son las dos mutaciones localizadas en la LTR dado que se encuentran situadas en
sitios de union de factores celulares que actuarian activando la replicacion. Son sitios de
unién de c-myb y de union de USF (E-box) respectivamente. Las mutaciones en estos sitios
de unién podrian inhibir la union de dichos factores celulares manteniendo la replicacién del

virus en niveles bajos.

5.7. Proceso de establecimiento de persistencia reflejado en la cuasiespecie virica.

En el proceso del establecimiento de la persistencia con un aislado s61, el cual era una
cuasiespecie compleja, se han seleccionado aquellas variantes que eran menos citopaticas.
Con el objeto de analizar como ha sido éste proceso, decidimos estudiar el espectro de
variantes que componian la cuasiespecie virica en cada uno de los provirus en dos puntos; un

punto de persistencia temprana (en el pase 35) y uno de persistencia tardia (alrededor del pase
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100). Para ello se cloné la region C2-V5 de los tres provirus VH61, VM61 y VU61. Del
analisis de los clones pudimos deducir que en el punto de la persistencia temprana la
cuasisespecie no se encuentra del todo consolidada en la persistencia, mientras que en el
punto de la persistencia tardia la cuasiespecie se encuentra completamente adaptada a la
persistencia. Esto se apoya en el hecho de que en el primer caso se observé una mayor
frecuencia de mutacion y un mayor nimero de clones no viables que cuando la persistencia

se encontraba completamente establecida (ver apartado 4.2.8.2.6).

5.8. Modelos de persistencia.

Una vez analizados todos los resultados obtenidos en éste estudio, llegamos a la
conclusion de que el proceso de la persistencia se habia producido de manera diferente en las
tres lineas celulares estudiadas, puesto que los provirus obtenidos de las células
persistentemente infectadas habian sufrido diferentes alteraciones en su genoma, sobre todo
en los genes accesorios. Con las observaciones descritas anteriormente en ésta discusion, y
basandonos en las definiciones de persistencia postuladas por M. Stevenson (Stevenson,

1997), elaboramos una hipoétesis con tres modelos de persistencia:

a) Persistencia.

Seria el caso de la linea celular MT-4 , puesto que no existen efectos citopaticos en la
célula huesped, todas las células del cultivo se encuentran infectadas a pesar de
mantener el cultivo una viabilidad por encima del 80 %, y no se activa la replicacion del
virus ni con TNF-a ni con PMA. Ademas, los virus que se liberan de éstas células se

caracterizan por tener una proteina Vif defectiva.
b) Persistencia restringida.
Seria el caso de la linea celular H9. Seria igual al anterior salvo que existiria una
restriccion a la infeccidn de todas las células en el cultivo, ya que sélo estan infectadas

el 30 %. Los virus que se liberan de éstas células se caracterizan por tener las

proteinas Vpr y Vpu defectivas.
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c) Infeccion latente proviral.

Seria el caso de la linea celular U-937 clon 2. Este caso seria diferente al de los otros
dos, puesto que no presentaba ninguna alteracion en los genes accesorios. En éste modelo
tiene que ver mas con la replicacion del virus. El virus replica muy poco, y es estimulada ésta

replicacion con TNF-a y PMA, saliendo un virus totalmente viable.

103



6. CONCLUSIONES



Conclusiones

1) Tras el analisis filiogenético de aislados naturales cocultivo negativo en los genes gag,
env y nef, se deduce que practicamente todas las muestras se agrupan dentro del subtipo
C en los tres genes estudiados, aunque se ha observado una segregacion de las muestras
procedentes de Brasil, que formaria un “sub-subtipo” dentro del C. Solamente un

muestra (IN19), resulto ser un recombinante C /B /C.

2) En éste grupo de aislados naturales hemos comprobado que existe una correlacion entre
alteraciones en la proteina Nef y el fenotipo de cocultivo negativo. 9 de las 14 muestras
que eran incapaces de replicar en cocultivo presentaban alguna alteracion en la proteina,

mientras que sélo 1 muestra de 6 cocultivo positivo presentaban alguna alteracion.

3) En el estudio sobre las infecciones persistentes en tres lineas celulares diferentes (dos
lineas T y una promonocitica) con el mismo aislado s61, hemos observado que se ha
producido de manera diferente. De todas formas, el establecimiento de la persistencia en
las dos lineas celulares T ha sido mas parecida entre ellas que en la linea promonocitica.
Para ello nos hemos basado en la comparacion de las secuencias de los genomas
completos de los tres provirus obtenidos de las células persistentemente infectadas con
la secuencia del s61. Entre los provirus VH61 y VM61 se han observado 34 mutaciones
comunes. De éstas, podriamos deducir que 10 mutaciones serian las especificas de la

adaptacion a la perisitencia en las lineas T.

4) En el estudio de las mutaciones comunes a los tres provirus, las cuales nos podrian
indicar que podrian estar implicadas en el establecimiento de la persistencia, ya que se
han seleccionado independientemente de la linea celular, hemos encontrado 28
mutaciones. De éstas 28 mutaciones comunes a los tres provirus, existen 3 que podrian
tener una funcion mas clara en el fendmeno de la persistencia. Dos se encontrarian en la
LTR y disminuirian en parte la replicacion de los virus, y la tercera, se encontraba en la
region V3 del gen de la envuelta, y hace que los virus sean NSI, y por lo tanto, menos

citopaticos.
5) Hemos establecido que, a lo largo del proceso del establecimiento de la persistencia, se

han ido seleccionando aquellas variantes de la cuasiespecie inicial del aislado s61 que

eran menos citopaticas. Por este motivo, en la linea celular H9 se han seleccionado las
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variantes que, aparte de las mutaciones vistas en el apartado anterior, presentaban las
proteinas accesorias Vpu y Vpr no funcionales, y en la linea MT-4 se han seleccionado
aquellas variantes que tenian la proteina accesoria Vif no funcional. Ademas, hemos
constatado que la pérdida de la funcionalidad de Vif ha sido como consecuencia de una
hipermutacion. En la linea U-937 clon 2, no se han visto afectados los genes accesorios,
sino que la persistencia es el resultado de la seleccién de aquellos variantes menos

citopaticas y con una menor replicacion.

6) En el estudio de la evolucion de la cuasiespecie en el gen de la envuelta a un pase
temprano de la persistencia y a un pase tardio, hemos determinado que a lo largo del
proceso, se ha producido una homogenizacion de la cuasiespecie y un aumento del
namero de clones viables, indicando que se han ido seleccionando aquellas mutaciones

que le permitian al virus coexistir con la célula sin matarla.

7) Con todos los datos vistos, hemos postulado la existencia de tres modelos de
persistencia:
a) Persistencia para el caso de las M61.
b) Persistencia restringida para las H61.

c) Latencia en el caso de las U61.
8) Los resultados obtenidos del estudio del establecimiento de la persistencia en tres lineas

celulares diferentes con un mismo aislado, ponen de manifiesto la importancia que tienen los

genes accesorios en las lineas celulares T en éste proceso.
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ANexo

En el anexo | se recoge una representacion gréafica de los iniciadores empleados en la
amplificacion y secuenciacién de los genomas completos de los 4 provirus secuenciados.Las
flechas (—) representan los iniciadores utilizados para la hebra positiva de ADN,, y las

flechas («-) indican los iniciadores utilizados para la hebra negativa de ADN.

En el anexo Il se muestran los alineamientos de nucle6tidos de los genomas separados por
proteinas. También se muestran las regiones no codificantes como la LTR y la secuencia

“leader”.

En cada secuencia solo se indican aquellos aminoacidos distintos a la secuencia consenso o
mayoritaria. El simbolo (.) indica identidad con la secuencia consenso. Las barras de colores
encima de los alineamientos indican los sitios donde existen diferencias con la consenso. Las

deleciones se indican con (-) o co una X.
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Anexo I.
Estrategia de amplificacion y secuenciacion de

los genomas completos
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GAG.MSF.msf MSF: 503
Name: consenso61.SEQ
Name: consensoh61.SEQ
Name: consensom61.SEQ
Name: consensou6l.SEQ

//

consenso61.SEQ
consensoh61.SEQ
consensom61.SEQ
consensou61.SEQ

consenso61.SEQ
consensoh61.SEQ
consensom61.SEQ
consensou61.SEQ

consenso61.SEQ
consensoh61.SEQ
consensom61.SEQ
consensou61.SEQ

consenso61.SEQ
consensoh61.SEQ
consensom61.SEQ
consensou61.SEQ

consenso61.SEQ
consensoh61.SEQ
consensom61.SEQ
consensou61.SEQ

consenso61.SEQ

Type: P jueves 3 de mayo de 2001 Check: 7792 ..
Len: 503 Check: 3816 Weight: 1.00
Len: 503 Check: 5105 Weight: 1.00
Len: 503 Check: 4361 Weight: 1.00
Len: 503 Check: 4510 Weight: 1.00
1 60

MGARAS I LSGGGLDRWEK IRLRPGGKKKYRLKHLVWASRELERFAVNPGLLETSEGCRQI
MGARAS I LSGGGLDRWEKIRLRPGGKKKYRLKHLVWASRELERFAVNPGLLETSEGCRQI
MGARAS I LSGGGLDRWEK I RLRPGGKKKYRLKHLVWASRELERFAVNPGLLETSEGCRQI
MGARAS I LSGGGLDRWEK IRLRPGGKKKYRLKHLVWASRELERFAVNPGLLETSEGCRQI

61 120

LGQLQPALQTGSEELRSLYNTVATLYCVHQKIDVKDTKEALDKIEEEQNKSKKKAQQAAA
LGQLQPSLQTGSEELRSLYNTVATLYCVHQKIDVKDTKEALDKIEEEQNKSKKKAQQAAA
LGQLQPALQTGSEELRSLYNTVATLYCVHQKIDVKNTKEALDK I EEEQNKSKKKAQQAAA
LGQLQPALQTGSEELRSLYNTVATLYCVHQKIDVKDTKEALDK I EEEQNKSKKKAQQAAA

121 180
GTGNSSQVSQNYP IVON 1QGQMVHQA I SPRTLNAWVKVVEEKAFSPEV I PMFSALSEGAT
DTGNSSQVSQNYP 1VON IQGQMVHQA I SPRTLNAWVKVVEEKAFSPEV I PMFSALSEGAT
DTGNSSQVSQNYP 1VON IQGQMVHQA I SPRTLNAWVKVVEEKAFSPEV I PMFSALSEGAT
DTGNSSQVSQNYP1VQN1QGQMVHQA I SPRTLNAWVKVVEEKALSPEV IPMFSALSEGAT

181 240
PQDLNTMLNTVGGHQAAMQMLKET INEEAAEWDRLHPVHAGPHPPGQMREPRGSDIAGTT
PQDLNTMLNTVGGHQAAMQMLKET INEEAAEWDRLHPVHAGPHPPGQMREPRGSDIAGTT
PQDLNTMLNTVGGHQAAMQMLKET INEEAAEWDRLHPVHAGPHPPGQMREPRGSDIAGTT
PQDLNTMLNTVGGHQAAMQMLKET INEEAAEWDRLHPVHAGPHPPGQMREPRGSDIAGTT

241 300
STLQEQIAWMTNNPP IPVGE I YKRWI ILGLNKIVRMYSPTS LD IKQGPKEPFRDYVDRF
STLQEQIAWMTNNPP IPVGEIYKRWI ILGLNKIVRMYSPTSILDIKQGPKEPFRDYVDRF
STLQEQIAWMTNNPP IPVGE1IYKRWI ILGLNKIVRMYSPTSILD IKQGPKEPFRDYVDRF
STLQEQIAWMTNNPP IPVGEIYKRWI ILGLNKIVRMYSPTSILDIKQGPKEPFRDYVDRF

301 360
YKTLRAEQASQEVKNWMTETLLVQNANPDCKT I LKALGPAATLEEMMTACQGVGGPGHKA



consensoh61.SEQ
consensom61.SEQ
consensou61.SEQ

consenso61.SEQ
consensoh61.SEQ
consensom61.SEQ
consensou61.SEQ

consenso61.SEQ
consensoh61.SEQ
consensom61.SEQ
consensou61.SEQ

consenso61.SEQ
consensoh61.SEQ
consensom61.SEQ
consensou61.SEQ

YKTLRAEQASQEVKNWMTETLLVQNANPDCKT I LKALGPAATLEEMMTACQGVGGPGHKA
YKTLRAEQASQEVKNWMTETLLVQNANPDCKT I LKALGPAATLEEMMTACQGVGGPGHKA
YKTLRAEQASQEVKNWMTETLLVQNANPDCKT I LKALGPAATLEEMMTACQGVGGPGHKA

361 420
RVLAEAMSQVTNSAT IMMQKGNFRNQRK IVKCFNCGKEGH I AKNCRAPRKRGCWKCGKEG
RVLAEAMSQVTNSAT IMMQKGNYRNQRR I'VKCFNCGKEGH I AKNCRAPRKRGCWKCGKEG
RVLAEAMSQVTSSAT IMMQKGNFRNQRKTVKCFNCGKEGH I AKNCRAPRKRGCWKCGKEG
RVLAEAMSQVTSSAT IMMQKGNFRNQRK I'VKCFNCGKEGH I AKNCRAPRKRGCWKCGREG

421 480
HQMKDCTERQANFLGK IWPSHRGRPGNFPQNRLEPTAPPAPPEESFRFGEETTTPSQKQE
HQMKDCTERQANFLGKIWPSHRGRPGNFPQNRLEPPAXXXPPEESFRFGEETTTPSQKQE
HQMKDCTERQANFLGKIWPSHRGRPGNFPONRLEPTAXXXPPEESFRFGEETTTPSQKQE
HOMKDCTERQANFLGK IWPSHRGRPGNFPQNRLEPTAXXXPPEESFRFGEETTTPSQKQE

481

LIDKELYPSASLKSLFGNDPLSQ
QIDKELYPSASLKSLFGNDPLSQ
QIDKELYPLASLKSLFGNDPLSQ
LIDKELYPSASLKSLFGNDPLSQ

503
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Pol _.MSF_.msf MSF: 1006
Name: consenso61.SEQ

Name: consensoh61.SEQ
Name: consensom6l.SEQ
Name: consensou6l1.SEQ

//

consenso61.SEQ
consensoh61.SEQ
consensom61.SEQ
consensou61.SEQ

consenso61.SEQ
consensoh61.SEQ
consensom61.SEQ
consensou6l1.SEQ

consenso61.SEQ
consensoh61.SEQ
consensom61.SEQ
consensou61.SEQ

consenso61.SEQ
consensoh61.SEQ
consensom61.SEQ
consensou6l1.SEQ

consenso61.SEQ
consensoh61.SEQ
consensom61.SEQ
consensou61.SEQ

consenso61.SEQ
consensoh61.SEQ
consensom61.SEQ
consensou6l1.SEQ

Type: P jueves 3 de mayo de 2001 Check: 8314 ..

Len: 1006 Check: 3981 Weight: 1.00
Len: 1006 Check: 4388 Weight: 1.00
Len: 1006 Check: 5147 Weight: 1.00
Len: 1006 Check: 4798 Weight: 1.00
1 60

FFRENLAFPQGKAREFSSEQTRANSPTSPTRRELQVWGRDNNSLSEAGADRQGTVSFSFP
FFRENLAFPQGKAREFSSEQTRATSPTXXXXRELQVWGRDNNSLSEAGADRQGTVSFSFP
FFRENLAFPQGKAREFSSEQTRANSPTXXXXRELQVWGRDNNSLSEAGADRQGTVSFSFP
FFRENLAFPQGKAREFSSEQTRANSPTXXXXRELQVWGRDNNSLSEAGVDRQGTVSFSFP

61 120
QITLWQRPLVTIKIGGQLKEALLDTGADDTVLEE INLPGRWKPKMIGG IGGF IKVRQYDQ
QITLWQRPLVTIKIGGQLKEALLDTGADDTVLEEMNLPGRWKPKMIGG 1GGFIKVRQYDQ
QITLWQRPLVTIKIGGQLKEALLDTGADDTVLEE INLPGRWKPKMIGG IGGFIKVRQYDQ
QITLWQRPLVTIKIGGQLKEALLDTGADDTVLEE INLPGRWKPKMIGG IGGF IKVRQYDQ

121 180
ILVEICGHKAIGTVLVGPTPVNI IGRNLLTQIGCTLNFPISPIETVPVKLKPGMDGPKVK
ILVEICGHKAIGTVLVGPTPVNI IGRNLLTQIGCTLNFPISPIETVPVKLKPGMDGPKVK
ILVEICGHKAIGTVLVGPTPVNI IGRNLLTQIGCTLNFPISPIETVPVKLKPGMDGPKVK
ILVEICGHKAIGTVLVGPTPVNI IGRNLLTQIGCTLNFPISPIETVPVKLKPGMDGPKVK

181 240
QWPLTEEKIKALVEICTEMEKEGKISKIGPENPYNTPVFAIKKKDSTKWRKLYDFRELNK
QWPLTEEKIKALVE 1CAEMEKEGKISKIGPENPYNTPVFAIKKKDSTKWRKLYDFRELNK
QWPLTEEKIKALVEICTEMEKEGK I SKIGPENPYNTPVFAIKKKDSTKWRKLVDFRELNK
QWPLTEEKIKALVEICAEMEKEGK ISKIGPENPYNTPVFAIKKKDSTKWRKLVDFRELNK

241 300
KTQDFWEVQLG I PHPAGLKKKKSVTVLDVGDAYFSVPLDKEFRKYTAFTIPSINNETPGI
KTQDFWEVQLG I PHPAGLKKKKSVTVLDVGDAYFSVPLDKEFRKYTAFTIPSINNETPGI
KTQDFWEVQLG I PHPAGLKKKKSVTVLDVGDAYFSVPLDKEFRKYTAFTIPSINNETPGI
KTQDFWEVQLG I PHPAGLKKKKSVTVLDVGDAYFSVPLDKEFRKYTAFTIPSINNETPGI

301 360
RYQYNVLPQGWKGSPAIFQSSMTKILEPFREQNPDIVIYQYMDDLYVGSDLEIGQHRTKI
RYQYNVLPQGWKGSPAIFQSSMTKILEPFREQNPDIVIYQYMDDLYVGSNLEIGQHRTKI
RYQYNVLPQGWKGSPAIFQSSMTKILEPFREQNPDIVIYQYMDDLYVGSDLEIGQHRTKI
RYQYNVLPQGWKGSPAIFQSSMTKILEPFRKQNPDIVIYQYMDDLYVGSDLE IGQHRTKI



consenso61.SEQ
consensoh61.SEQ
consensom61.SEQ
consensou61.SEQ

consenso61.SEQ
consensoh61.SEQ
consensom61.SEQ
consensou61.SEQ

consenso61.SEQ
consensoh61.SEQ
consensom61.SEQ
consensou61.SEQ

consenso61.SEQ
consensoh61.SEQ
consensom61.SEQ
consensou61.SEQ

consenso61.SEQ
consensoh61.SEQ
consensom61.SEQ
consensou61.SEQ

consenso61.SEQ
consensoh61.SEQ
consensom61.SEQ
consensou61.SEQ

consenso61.SEQ
consensoh61.SEQ
consensom61.SEQ

361 420
EELRQHLLKWGFTTPDKKHQKEPPFLWMGYELHPDKWTVQP IVLPEKDSWTVND IQKLVG
EELRQHLLKWGFTTPDKKHQKEHPFLWMGYELHPDKWTVQL 1VLPEKDSWTVND I1QKLVG
EELRQHLLKWGFTTPDKKHQKEPPFLWMGYELHPDKWTVQP IVLPEKDSWTVND IQKLVG
EELRQLLLKWGFTTPDKKHQKEPPFLWMGYELHPDKWTVQP IVLPEKDSWTVND IQKLVG

421 480
KLNWASQIYPGIKVKQLCRLLRGTKALTEVIPLTKEAELELAENRE ILKEPVHGVYYDPS
KLNWASQIYPGIKVKQLCRLLRGTKALTEVIPLTKEAELELAENRE ILKEPVHGVYYDPS
KLNWASQIYPGIKVKQLCRLLRGTKALTEVIPLTKEAELELAENRE ILKEPVHGVYYDPS
KLNWASQI'YPGIKVKQLCRLLRGTKALTEVIPLTKEAELELAENREILKEPVHGVYYDPS

481 540
KDL 1 AE 1QKQGQGQWTYQ1YQEPFKNLKTGKYARMRGAHTNDVKQLTEAVQKITTESIVI
KEL 1AE 1QKQGQGQWTYQ1YQEPFKNLKTGKYARMRGAHTNDVKQLTEAVQKITTESIVI
KEL 1AE 1QKQGQGQWTYQ 1 YQEPFKNLKTGKYARMRGAHTNDVKQLTEAVQK I TTESIVI
KDL 1AE 1QKQGQGQWTYQ1YQEPFKNLKTGKYARMRGAHTNDVKQLTEAVQK I TTESIVI

541 600
WGKTPKFKLP IQKETWETWWTEYWQATWIPEWEFVNTPPLVKLWYQLEQEP I IGAETFYV
WGKTPKFKLP IQKETWETWWTEYWQATWIPEWEFVNTPPLVKLWYQLEQEP I IGAETFYV
WGKTPKFKLP IQKETWETWWTEYWQATWIPEWEFVNTPPLVKLWYQLEQEP I IGAETFYV
WGKTPKFKLP 1QKDTWETWWTEYWQATWIPEWEFVNTPPLVKLWYQLEQEP I IGAETFYV

601 660
DGAANRETKLGKAGYVTNKGRQKVVSITDTTNQKTELQAILLALQDSGLEVNIVTDSQYA
DGAANRETKLGKAGYVTNKGRQKVVSITDTTNQKTELQATLLALQDSGLEVNIVTDSQYA
DGAANRETKLGKAGYVTNKGRQKVVSITDTTNQKTELQAILLALQDSGLEVNIVTDSQYA
DGAANRETKLGKAGYVTNKGRQKVVSITDTPNQKTELQAILLALQDSGLEVNIVTDSQYA

661 720
LG 1QAQPDKSESEIVSQI1EQL IKKEKVYLAWVPAHKG IGGNEQVDKLVSTGIRKVLFL
LG I 1QAQPDKSESEIVSQIIEQL IKKEKVYLTWVPAHKG IGGNEQVDKLVSTGIRKVLFL
LGI1QAQPDKSESEIVSQI1EQL IKKEKVYLAWVPAHKG IGGNEQVDKLVSTGIRKVLFL
LGI IQAQPDKSESEIVSQI IEQL IKKEKVYLTWVPAHKG IGGNEQVDKLVSTG IRKVLFL

721 780
DG I1DKAQEEHEKYHSNWRAMASDFNLPPVVAKE 1VASCDKCQLKGEAMHGQVDCSPGIWQ
DG IDKAQEEHEKYHSNWRAMASDFNLPPVVAKE I VASCDKCQLKGEAMHGQVDCSPGIWQ
DG I1DKAQEEHEKYPNNWRAMASDFNLPPVVAKE 1 VASCDKCQLKGEAMHGQVDCSPGIWQ



consensou6l1.SEQ

consenso61.SEQ
consensoh61.SEQ
consensom61.SEQ
consensou61.SEQ

consenso61.SEQ
consensoh61.SEQ
consensom61.SEQ
consensou6l1.SEQ

consenso61.SEQ
consensoh61.SEQ
consensom61.SEQ
consensou61.SEQ

consenso61.SEQ
consensoh61.SEQ
consensom61.SEQ
consensou6l1.SEQ

DG I DKAQEEHEKYHSNWRAMASDFNLPPVVAKE I VASCDKCQLKGEAMHGQVDCSPGIWQ

781 840
LDCTHLEGKI ILVAVHVASGY I EAEVIPAETGQETAYFLLKLAGRWPVKT IHTDNGSNFT
LDCTHLEGKI ILVAVHVASGY I EAEV IPAETGQETAYFLLKLAGRWPVKT IHTDNGSNFT
LDCTHLEGKI ILVAVHVASGY I EAEVIPAETGQETAYFLLKLAGRWPVKT IHTDNGSNFT
LDCTHLEGKI ILVAVHVASGY I EAEV IPAETGQETAYFLLKLAGRWPVKT IHTDNGSNFT

841 900
STTVKAACWWAG IKQEFGIPYNPQSQGVVES INKELKK T 1GQIRDQAEHLKTAVQMAVFI
STTVKAACWWAG IKQEFGIPYNPQSQGVVESINKELKK T 1GQIRDQAEHLKTAVQMAVFI
STTVKAACWWAG IKQEFG IPYNPQSQGVVES INKELKKV 1GQ IRDQAEHLKTAVQMAVFI
STTVKAACWWAG IKQEFG IPYNPQSQGVVES INKELKK T 1GQIRDQAEHLKTAVQMAVFI

901 960
HNFKRKGGIGGYSAGERIVDI TATDIQTKELQKQITKIQNFRVYYRDSRDPLWKGPAKLL
HNFKRKGGIGGYSAGERIVDIIATDIQTKELQKQITKIQNFRVYYRDSRDPLWKGPAKLL
HNFKRKGGIGGYSAGERIVDIIATDIQTKELQKQITKIQNFRVYYRDSRDPLWKGPAKLL
HNFKRKGGIGGYSAGERIVDITATDIQTKELQKQITKIQNFRVYYRDSRDPLWKGPAKLL

961

WKGEGAVVIQDNSD 1 KVVPRRKAK T IRDYGKQMAGDDCVASRQDED
WKGEGAVV IQDNSE 1 KVVPRRKAKT IRDYGKQMAGDDCVASRQDED
WKGEGAVV IQDNSE 1 KVVPRRKAK I IRDYGKQMAGDDCVASRQDED
WKGEGAEV IQDNSD I KVVLRRKAK I IRDYGKQMAGDHCVASRQDED

1006
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Env.MSF.msf MSF: 862
Name: consenso61.SEQ
Name: consensoh6l.seq
Name: consensom61.SEQ
Name: consensou6l.SEQ

//

consenso61.SEQ
consensoh61.seq
consensom61.SEQ
consensou61.SEQ

consenso61.SEQ
consensoh61.seq
consensom61.SEQ
consensou61.SEQ

consenso61.SEQ
consensoh61.seq
consensom61.SEQ
consensou61.SEQ

consenso61.SEQ
consensoh61.seq
consensom61.SEQ
consensou61.SEQ

consenso61.SEQ
consensoh61.seq
consensom61.SEQ
consensou61.SEQ

consenso61.SEQ

Type: P jueves 3 de mayo de 2001 Check: 1900 ..

Len: 862 Check: 8514 Weight: 1.00
Len: 862 Check: 7268 Weight: 1.00
Len: 862 Check: 7641 Weight: 1.00
Len: 862 Check: 8477 Weight: 1.00
1 60

MRVME IRKNYQHLWKWGTMLLGMLMICKAAENLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDAKAY
MRVTEIRKNYQHLWKWGTMLLGMLMICKAAENLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDAKAY
MRVMEIRKNYQHLWKWGTMLLGML I ICKAAENLWVTVYYGVPVWKEAPTTLFCAADAKAY
MRVME IRKNYQHLWKWGTMLLGMLM ICKAAENLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDAKAY

61 120

DTEVHNVWATHACVPTDPNPQEVKLKNVTENFNMWKNNMVDQMHED I 1 SLWDQSLKPCVK
DTEVHNVWATHACVPTDPNPQEVELKNVTENFNMWKNNMVDQMHED I I SLWDQSLKPCVK
DTEVHNVWATHACVPTDPNPQEVRLENVTENFNMWKNNMVDQMHED I 1 SLWDQSLKPCVK
DTEVHNVWATHACVPTAPNPQEVELKNVTENFNMWKNNMVDQMHED I 1 SLWDQSLKPCVK

121 180
LTPLCVTLNCTDYGNDTNTNNSSATNPTSSSGGMEGRGEIKNCSFNITTSIRDKVQKEYA
LTPLCVTLNCTDYGNDTNTNN. . ATNTTSSSGGMEGRGE IKNCSFNITTSIRDKVQKEYA
LTPLCVTLNCTDYGNDTNTNNSNATNPTSSSGGMEGRGE IKNCSFNITTSIRDKVQKEYA
LTPLCVTLNCTDYGNDTNTNNSNATNPTSSSGGMEGRGE IKNCSFNITTSIRDKVQKEYA

181 240
LFYSLDVIPIKDDNTSYMLRSCNTSVITQACPKVSFEPIPIHYCAPAGFAILKCNDKKFN
LFYSLDVIPIKDENTSYMLRSCNTSVITQACPKVSFEPIPIHYCAPAGFAILKCNDKKFN
LFYSLDVIPIKDDNTSYMLRSCNTSVITQACPKVSFEPIPIHYCAPAGFAILKCNDKKFN
LFYSLDVIPIKDDNTSYMLRSCNTSVITQACPKVSFEPIPIHYCAPGGFAILKCNDKKFN

241 300
GKGPCTNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEEVVIRSDNFSDNAKV I 1VHLNESVEI
GKGPCTNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEKEVV IRSDNFSDNAKN I IVHLNESVEI
GKGPCTNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEEVV IRSDNFSDNAKN I IVHLNESVEI
GKGPCTNVSTVQCTHGIRPVVLTQLVLNGSLAEEEVVIRSDNFSDNAKN I 1VHLNESVEI

301 360
NCTRLNNITRRSIHVGHVGPGRAIYTTGI 1GKIRQAHCN I SRAKWNNTLKQ IVTKLREQF



consensoh61.seq
consensom61.SEQ
consensou61.SEQ

consenso61.SEQ
consensoh61.seq
consensom61.SEQ
consensou61.SEQ

consenso61.SEQ
consensoh61.seq
consensom61.SEQ
consensou61.SEQ

consenso61.SEQ
consensoh61.seq
consensom61.SEQ
consensou61.SEQ

consenso61.SEQ
consensoh61.seq
consensom61.SEQ
consensou61.SEQ

consenso61.SEQ
consensoh61.seq
consensom61.SEQ
consensou61.SEQ

consenso61.SEQ
consensoh61.seq
consensom61.SEQ

NCTRLNNNTRRS IHVGHVGPGRAIYTTG I 1GKIRQAHCN I SRAKWNNTLKQ IVTKLREQF
NCTRLNNNTRRS IHVGHVGPGRAITYTTG I 1GKIRQAHCN I SRAKWNNTLKQ IVTKLREQF
NCTRLNNNTRRS IHVGHVGPGRAIYTTG I 1GKIRQAHCN I SRAKWNNTLKQIVTKLREQF

361 420
KNKTIVENQSSGGDPE I VMHSFNCGGEFFYCNSTQLFNSTWNGTAWSNNTEGNENDTITL
KNKT IVFNQSSGGDPE IVMHSFNCGGEFFYCNSTQLFNSTWNGTAWSNNTEGNENDT I TL
KNKT IVFNQSSGGDPE IVMHSFNCGGEFFYCNSTQLFNSTWNGTAWSNNTEGNENDT I TL
KNKTIVFNQSSGGDPE I VMHSFNCGGEFFYCNSTQLFNSTWNGTAWSNNTEGNENDTITL

421 480
PCRIKQI INMWQEVGKAMYAPPIRGQIRCSSNITGLILTRDGGINQTNTTEIFRPGGGDM
PCRIKQI INMWQEVGKAMYAPPIRGQIRCSSNITGLILTRDGGINQTNTTEIFRPGGGDM
PCRIKQI INMWQEVGKAMYAPPIRGQIRCSSNITGLILTRDGGINQTNTTEIFRPGGGDM
PCRIKQI INMWQEVGKAMYAPPIRGQIRCSSNITGLILTRDGGINQTNTTEIFRPGGGDM

481 540
KDNWRSELYKYKVVKIEPLGVAPTKAKRRVVQREKRAVG I I GAMLLGFLGAAGSTMGAAS
KDNWRSELYKYKVVKIEPLGVAPTKAKRRVVQREKRAVG I IGAMLLGFLGAAGSTMGAAS
KDNWRSELYKYKVVKIEPLGVAPTKAKRRVVQREKRAVG I I GAMLLGFLGAAGSTMGAAS
RDNWRSELYKYKVVKIEPLGIAPTKAKRRVVQREKRAVG I Il GAMLLGFLGAAGSTMGAAS

541 600
MTLTVQARQLLSG 1VQQQNNLLRA I EAQQHLLQLTVWG I KQLQARVLAVERYLRDQQLLG
MTLTVQARQLLSG I1VQQQNNLLRA I EAQQHLLQLTVWG IKQLQARVLAVERYLRDQQLLG
MTLTVQARQLLSG I1VQQQNNLLRA I EAQQHLLQLTVWG IKQLQARVLAVERYLRDQQLLG
MTLTVQARQLLSG 1VQQQNNLLRA I EAQQHLLQLTVWG IKQLQARVLAVERYLRDQQLLG

601 660
IWGCSGKLICTTAVPWNTSWSNKSLNQ IWDNMTWMQWERE IDNYTSLIYTLIEESQNQQE
IWGCSGKL ICTTAVPWNTSWSNKSLNQ IWDNMTWMQWEREIDNYTSLIYTL IEESQNQQE
IWGCSGKLICTTTVPWNTSWSNKSLNQ IWDNMTWMQWERE IDNYTSLIYTLIEESQNQQE
IWGCSGKLICTTAVPWNTSWSNKSLNQ IWDNMTWMQWERE IDNYTSLIYTLIEESQNQQE

661 720
KNEQELLELDNWASLWNWFSITNWLWY IKIFIMIVGGLVGLRIVFTVLSIVNRVRQGYSP
KNEQELWELDNWASLWNWFS ITNWLWY IKIFIMIVGGLVGLRIVFVVLSIVNRVRQGYSP
KNEQELLELDNWASLWNWFS ITNWLWY IKTFIMIVGGLVGLRIVFVVLSIGNRVRQGYSP



consensou61.SEQ

consenso61.SEQ
consensoh61.seq
consensom61.SEQ
consensou61.SEQ

consenso61.SEQ
consensoh61.seq
consensom61.SEQ
consensou61.SEQ

consenso61.SEQ
consensoh61.seq
consensom61.SEQ
consensou61.SEQ

KNEQELLELDNWASLWNWFSITNWLWY IKIFIMIVGGLVGLRIVFVVLSIVNRVRQGYSP

721 780
LSFQTRLPARRGPDRPEGI EEEGGERDRDRSGQLVDGFLAI IWVDLRSLCLFSYHRLRDL
LSFQTRLPARRGPDRPEG IEEEGGERDRDRSGQLVDGFLAT IWVDLRSLCLFSYHRLRDL
LSFQTRLPARRGPDRPEG IEEEGGERDRDRSGQLVDGFLAT IWVDLRSLCLFSYHRLRDL
LSFQTRLPARRGPDRPEG I EEEGGERDRDRSGQLVDGFLAI IWVDLRSLCLFSYHRLRDL

781 840
LLIVTRIVELLGRRGWEALKYWWNLLQYWIQELKNSAVSLLNATATAVAEGTDRVIEVLQ
LLIVTRIVELLGRRGWEALKYWWNLLQYWIQELKNSAVSLLNATAITAVAEGTDRVIEVLQ
LLIVTRIVELLGRRGWEALKYWWNLLQYWIQELKNSAVSLLNATAITAVAEGTDRVIEVLQ
LLIVTRIVELLGRRGWEALKYWWNLLQYWIQELKNSAVSLLNATATAVAEGTDRVIEVLQ

841

RACRAILHIPRRIRQGLERALQ
RACRAITLHIPRRIRQGLERALQ
RACRAITLHIPRRIRQGLERALQ
RAFRAILHIPRRIRQGLERALQ

862



ANexo
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Vif_.MSF.msf MSF: 193
Name: consenso61.SEQ
Name: consensoh61.SEQ
Name: consensom6l.SEQ
Name: consensou6l1.SEQ

//

consenso61.SEQ
consensoh61.SEQ
consensom61.SEQ
consensou61.SEQ

consenso61.SEQ
consensoh61.SEQ
consensom61.SEQ
consensou6l1.SEQ

consenso61.SEQ
consensoh61.SEQ
consensom61.SEQ
consensou61.SEQ

consenso61.SEQ
consensoh61.SEQ
consensom61.SEQ
consensou6l1.SEQ

Type: P jueves 3 de mayo de 2001 Check: 2167 ..
Len: 193 Check: 3603 Weight: 1.00
Len: 193 Check: 3078 Weight: 1.00
Len: 193 Check: 1701 Weight: 1.00
Len: 193 Check: 3785 Weight: 1.00
1 60

MENRWQVMIVWQVDRMR IRTWKSLVKHHMYVSRKAKGWFYRHHYESTHPRISSEVHIPLG
MENRWQVMI'VWQVDRMR IRTWKSLVKHHMYVSRKAKGWFYRHHYESTHPRISSEVHIPLG
MENRWQVMI'VWQVDRMR IRTWKSLVKHHMYVSRKAKGWFYRHHYESTHPRISSEVHIPLG
MENRWQVMIVWQVDRMR IRTWKSLVKHHMYVSRKAKGWFYRHHYESTHPRISSEVHIPLG

61 120
DAKLVITTYWGLHTGERDWHLGQGVSIEWRKRRYSTQLDPNLADQL IHLHYFDCFSESAI
DAKLVITTYWGLHTGERDWHLGQGVSIEWRKKRYSTQLDPNLADQL IHLHYFDCFSESAI
DAKLVITTYWGLHTGERDWHLGQGVSIE.RKKRYSTQLDPNLADQL IHLHYFDCFSESAI
DAKLVITTYWGLHTGERDWHLGQGVSIEWRKRRYSTQLDPNLADQL IHLHYFDCFSESAI

121 180
RNATLGHIVSPRCEYQAGHNKVGSLQYLALTALIRPRKKIKPPLPSVTKLTEDRWNKPQK
RNAITLGHIVSPRCEYQAGHNKLGSLQYLALTAL IRPRKKIKPPLPSVTKLTEDRWNKPQK
RNAITLGHIVSPRCEYQAGHNKVESLQYLALTAL IKPRKKIKPPLPSVTKLTEDRWNKPQK
RNAITLGHVVSPRCEYQAGHNKVGSLQYLALTAL IRPRKKIKPPLPSVTKLTEDRWNKPQK

181

TKGHKGSHTMNGH
TKGHKGSHTMNGH
TKGHKGSHTMNGH
TKGHKGSHTMNGH

193
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Vpr _MSF.msf MSF: 96 Type: P jueves 3 de mayo de 2001 Check: 7289 ..
Name: consenso61.SEQ Len: 96 Check: 6789 Weight: 1.00
Name: consensoh61.SEQ Len: 96 Check: 7472 Weight: 1.00
Name: consensom61l.SEQ Len: 96 Check: 6760 Weight: 1.00
Name: consensou61.SEQ Len: 96 Check: 6268 Weight: 1.00

//

consenso61.SEQ
consensoh61.SEQ
consensom61.SEQ
consensou61.SEQ

consenso61.SEQ
consensoh61.SEQ
consensom61.SEQ
consensou61.SEQ

1 60

MEQAPEDQGPQREPYNEWTLELLEELKNEAVRHFPRIWLHSLGQHIYETYGDTWAGVEAI
ME . APEDQGPQREPYNEWTLELLEELKNEAVRHFPRIWLHSLGQY IYETYGETWAGVEAI
MEQAPEDQGPQREPYNEWTLELLEELKNEAVRHFPRIWLHSLGQHIYETYGDTWAGVEAI
MEQAPEDQGPQREPYNEWTLELLEELKNEAVRHFPRIWLHGLGQHIYETYGDTWAGVEAI

61 96
IRILQQLLFIHFRIGCQHSR1GILRRRRARNGASRS
IRILQQLLFIHFRIGCQHSR1GILRQRRARNGASRS
IRILQQLLF IHFRIGCQHSRIGILRQRRARNGASRS
IRILQQLLF IHFRIGCQHSR1GILRQRRARNGASRS
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Vpu.MSF.msf MSF: 81 Type: P jueves 3 de mayo de 2001 Check: 6748 ..
Name: consenso61.SEQ Len: 81 Check: 6860 Weight: 1.00
Name: consensoh61.SEQ Len: 81 Check: 6399 Weight: 1.00
Name: consensom61.SEQ Len: 81 Check: 6915 Weight: 1.00
Name: consensou6l.SEQ Len: 81 Check: 6574 Weight: 1.00

//

consenso61.SEQ
consensoh61.SEQ
consensom61.SEQ
consensou61.SEQ

consenso61.SEQ
consensoh61.SEQ
consensom61.SEQ
consensou6l1.SEQ

1 60

MQSLQILAVVALVVAATTATVVWSIVFIECRKIRRONKIERLIDRI IERAEDSGNESDGD
MQSL . IVAVVALVVAAT TAIVVWSIVFIECRKIRKQKKIERLIDR I IERAEDSGNESDGD
MQSLQIVAVVALVVAAT TAIVVWSIVFIECRKIRKQNKIERLIDR I IERAEDSGNESDGD
MQSLQIVAVVALVVAAT TATVVWSIVFIECRKIRKQKKIERLIDR I IERAEDSGNESDGD

61 81
QEELSALVEMGHDAPWDVNDL
QEELSALVEMGHDAPWDVNDL
QEELSALVEMGHDAPWDVNNL
QEELSALVEMGHDAPWDVNDL
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NEF_MSF.msf MSF: 206
Name: consenso61.SEQ
Name: consensoh61.SEQ
Name: consensom61.SEQ
Name: consensou6l.SEQ

//

consenso61.SEQ
consensoh61.SEQ
consensom61.SEQ
consensou61.SEQ

consenso61.SEQ
consensoh61.SEQ
consensom61.SEQ
consensou61.SEQ

consenso61.SEQ
consensoh61.SEQ
consensom61.SEQ
consensou61.SEQ

consenso61.SEQ
consensoh61.SEQ
consensom61.SEQ
consensou61.SEQ

Type: P jueves 3 de mayo de 2001 Check: 1649 ..
Len: 206 Check: 2544 Weight: 1.00
Len: 206 Check: 3416 Weight: 1.00
Len: 206 Check: 3773 Weight: 1.00
Len: 206 Check: 1916 Weight: 1.00
1 60

MGGKWSKSSKIGWPTVRERMRRAEPAADGVGAVSRDLEKHGA I TSNNTAANNADCAWLEA
MGGKWSKNSKSGWPTVRERMRRAEPAADGVGAVSRDLEKHGAI TSSNTAANNADCAWLEA
MGGKWSKSSK1GWPTVRERMRRAEPAADGVGAVSRDLEKHGAI TSSNTAANNADCAWLEA
MGGKWSKNSKSGWPTVRERMRRAEPAAEGVGAVSRDLEKHGA I TSSNTAANNADCAWLEA

61 120

QEEEEVGFPVRPQVPLRPMTYKAAFDLSHFLKEKGGLEG I IWSQRRQD I LDLWVHHTQGY
QEEEEVGFPVRPQVPLRPMTYKAAFDLSHFLKEKGGLEGIVWSQRRQD ILDLWVHHTQGY
QEEEEVGLPVRPQVPLRPMTYKAAFDLSHFLKEKGGLEG IVWSQRRQD I LDLWVHHTQGY
QEEEEVGFPVRPQVPLRPMTYKAAFDLSHFLKEKGGLEGL IWSQKRQD ILDLWIHHTQGY

121 180
FPDWQNYTPGPGIRYPLTFGWCFKLVPVEPEKVEEANEGENNCLLHPMSQHGMEDPEKEV
FPDWQNYTPGPGIRYPLTFGWCFKLVPVEPEKVEEANEGENNCLLHPMSQHGMEDPEKEV
FPDWONYTPGPGIRYPLTFGWCFKLVPVEPEKVEEANEGENNCLLHPMSQHGMEDPEKEV
FPDWONYTPGPGIRYPLTFGWCFKLVPVEPEKVEEANEGENNCLLHPMSQHG I EDPEKEV

181

LVWRFDSRLAFHHKARELHPEYYKNC
LVWRFDSRLAFHHKARELHPEYYKNC
LVWRFDSRLTFHHKARELHPEYYKNC
LVWRFDSRLAFHHKARELHPEYYKNC

206
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Rev.MSF.msf MSF: 119 Type: P jueves 3 de mayo de 2001 Check: 4358 ..
Name: consenso61.SEQ Len: 119 Check: 8100 Weight: 1.00
Name: consensoh61.SEQ Len: 119 Check: 8506 Weight: 1.00
Name: consensom61.SEQ Len: 119 Check: 8571 Weight: 1.00
Name: consensou6l.SEQ Len: 119 Check: 9181 Weight: 1.00

//

consenso61.SEQ
consensoh61.SEQ
consensom61.SEQ
consensou61.SEQ

consenso61.SEQ
consensoh61.SEQ
consensom61.SEQ
consensou6l1.SEQ

1 60

MAGRSGDSDEELLKTVRL IKFLYQSNAPPSQEGTRQARRNRRRRWRERQRQIRSISGWIL
MAGRSGDSDEELLKTVRL IKFLYQSNPPPSQEGTRQARRNRRRRWRERQRQIRSISGWIL
MAGRSGDSDEKLLKTVRLIKFLYQSNPPPSQEGTRQARRNRRRRWRERQRQIRSISGWIL
MAGRSGDSDEELLKTVRLIKFLYQSNPPPSQEGTRQARRNRRRRWRERQRQIRSISGWIL

61

SNYLGRPAEPVPLQLPPLERLTLDCNEDCGTSGTQGVGSPQILVESPTILDSGTKE. . .
SNYLGRPAEPVPLQLPPLERLTLDCNEDCGTSGTQGVGSPQILVESPAVLDSGTKEQCC
SNYLGRPAEPVPLQLPPLERLTLDCNEDCGTSGTQGVGSPQILVESPTILDSGTKE. - .
SNYLGRPAEPVPLQLPPLERLTLDCNEDCGTSGTQGVGSPQILVESPTVLDSGTKE. . .

119
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Tat_.MSF_.msf MSF: 101 Type: P jueves 3 de mayo de 2001 Check: 3232 ..
Name: consenso61.SEQ Len: 101 Check: 3465 Weight: 1.00
Name: consensoh61.SEQ Len: 101 Check: 3433 Weight: 1.00
Name: consensom6l1.SEQ Len: 101 Check: 3034 Weight: 1.00
Name: consensou61.SEQ Len: 101 Check: 3300 Weight: 1.00

//

consenso61.SEQ
consensoh61.SEQ
consensom61.SEQ
consensou61.SEQ

consenso61.SEQ
consensoh61.SEQ
consensom61.SEQ
consensou61.SEQ

1 60

MEPVDPRLEPWKHPGSQPRTACTNCYCKKCCFHCQVCFITKGLGISYGRKKRRQRRRAPQ
MEPVDPRLEPWKHPGSQPRTACTNCYCKKCCFHCQVCFITKGLG I SYGRKKRRQRRRAPQ
MEPVDPRLEPWKHPGSQPRTACTNCYCKKCCFHCQVCFITKGLGISYGRKKRRQRRKAPQ
MEPVDPRLEPWKHPGSQPKTACTNCYCKKCCFHCQVCFITKGLGISYGRKKRRQRRRAPQ

61 101
DSQTHQVSLSKQRASQPGGDPTGPKESKKKVERETETDPVN
DSQTHQVSLSKQPASQPGGDPTGPKESKKKVERETETDPVN
DSQTHQVSLSKQPASQPGGDPTGPKESKKKVERETETDPVN
DSQTHQVSLSKQPASQPGGDPTGPKESKKKVERETETDPVN
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Itr MSF.msF MSF: 455
Name: consenso61.SEQ
Name: consensoh61.SEQ
Name: consensom6l.SEQ
Name: consensou6l1.SEQ

//

consenso61.SEQ
consensoh61.SEQ
consensom61.SEQ
consensou61.SEQ

consenso61.SEQ
consensoh61.SEQ
consensom61.SEQ
consensou6l1.SEQ

consenso61.SEQ
consensoh61.SEQ
consensom61.SEQ
consensou61.SEQ

consenso61.SEQ
consensoh61.SEQ
consensom61.SEQ
consensou6l1.SEQ

consenso61.SEQ
consensoh61.SEQ
consensom61.SEQ
consensou61.SEQ

consenso61.SEQ
consensoh61.SEQ
consensom61.SEQ
consensou6l1.SEQ

Type: D jueves 3 de mayo de 2001 Check: 936 ..

Len: 455 Check: 1906 Weight: 1.00
Len: 455 Check: 9496 Weight: 1.00
Len: 455 Check: 9190 Weight: 1.00
Len: 455 Check: 344 Weight: 1.00
1 60

TGGAAGGGATAATTTGGTCTCAGAGAAGACAAGATATCCTTGATCTGTGGGTCCACCACA
TGGAAGGGATAGTTTGGTCTCAAAGAAGACAAGATATCCTTGATCTGTGGGTCCACCACA
TGGAAGGGATAGTTTGGTCTCAAAGAAGACAAGATATCCTTGATCTGTGGGTCCACCACA
TGGAAGGGCTAATTTGGTCCCAGAAAAGACAAGATATCCTTGATCTGTGGATCCACCACA

61 120
CACAAGGCTACTTCCCTGATTGGCAGAACTACACACCAGGGCCAGGGATCAGATATCCAC
CACAAGGCTACTTCCCTGATTGGCAGAACTACACACCAGGGCCAGGGATCAGATATCCAC
CACAAGGCTACTTCCCTGATTGGCAGAACTACACACCAGGGCCAGGGATCAGATATCCAC
CACAAGGCTACTTCCCTGATTGGCAGAACTACACACCAGGGCCAGGGATCAGATATCCAC

121 180
TGACCTTTGGATGGTGCTTCAAGCTAGTACCAGTTGAGCCAGAGAAGGTAGAAGAGGCCA
TGACCTTTGGATGGTGCTTCAAGCTAGTACCAGTGGAGCCAGAGAAGGTAGAAGAGGCCA
TGACCTTTGGATGGTGCTTCAAGCTAGTACCAGTGGAGCCAGAGAAGGTAGAAGAGGCCA
TGACCTTTGGATGGTGCTTCAAGCTAGTACCAGTGGAGCCAGAGAAGGTAGAAGAGGCCA

181 240
ATGAAGGAGAGAACAACTGCTTGTTACACCCTATGAGCCNGCATGGGATGGAGGACCCGG
ATGAAGGAGAGAACAACTGCTTGTTACACCCTATGAGCCAGCATGGGATGGAGGACCCGG
ATGAAGGAGAGAACAACTGCTTGTTACACCCTATGAGCCAGCATGGGATGGAGGACCCGG
ATGAAGGAGAGAACAACTGCTTGTTACACCCTATGAGCCAGCATGGGATAGAGGACCCGG

241 300
AGAAAGAAGTGTTAGTGTGGAGGTTTGACAGCCGCCTAGCCTTCCATCACANGGCCCGAG
AGAAAGAAGTGTTAGTGTGGAGGTTTGACAGCCGCCTAGCCTTCCATCACAAGGCCCGAG
AGAAAGAAGTGTTAGTGTGGAGGTTTGACAGCCGCCTAACCTTCCATCACAAGGCCCGAG
AGAAAGAAGTGTTAGTATGGAGGTTTGACAGCCGCCTAGCCTTCCATCACAAGGCCCGAG

301 360
AGCTACATCCGGAGTACTACAAGAACTGCTGACATCGAGCTTTCTACAAGGGACTTTCCG
AGCTACATCCGGAGTACTACAAGAACTGCTGACATCGAGCTATCTACAAGGGACTTTCCG
AGCTACATCCGGAGTACTACAAGAACTGCTGACATCGAGCTATCTACAAGGGACTTTCCG
AGCTACATCCGGAGTACTACAAGAACTGCTGACATCGAGCTTTCTACAAGGGACTTTCCG



consenso61.SEQ
consensoh61.SEQ
consensom61.SEQ
consensou61.SEQ

consenso61.SEQ
consensoh61.SEQ
consensom61.SEQ
consensou61.SEQ

361 420
CTGGGGACTTTCCAGGGAGGCGTGGCCTGGGCGGGACTGGGGAGTGGCGAGCCCTCAGAT
CTGGGGACTTTCCAGGGAGGCGTGGCCTGGGCGGGACTGGGGAGTGGCGAGCCCTCAGAT
CTGGGGACTTTCCAGGGAGGCGTGGCCTGGGCGGGACTGGGGAGTGGCGAGCCCTCAGAT
CTGGGGACTTTCCAGGGAGGTGTGGCCTGGGCGGGACTGGGGAGTGGCGAGCCCTCAGAT

421 455
GCTGCATATAAGCAGCTGCTTTTTGCCTGTACTGG
GCTGCATATAAGCAGCTGCTTTTTGCCTGTACTGG
GCTGCATATAAGCAGCTGCTTTTTGCCTGTACTGG
GCTGCATATAAGCAGCTGCTTTTTGCCTGTACTGG
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Secuencia leader_MSF.msf MSF: 155 Type: D jueves 3 de mayo de 2001 Check: 3352 ..

Name: consenso61.SEQ Len: 155 Check: 757 Weight: 1.00

Name: consensoh61.SEQ Len: 155 Check: 799 Weight: 1.00

Name: consensom61l.SEQ Len: 155 Check: 997 Weight: 1.00

Name: consensou61.SEQ Len: 155 Check: 799 Weight: 1.00
//

1 60

consenso61.SEQ GTGGCGCCCGAACAGGGACTTGAAAGCGAAAGGGAAACCAGAGAAGCTCTCTCGACGCAG
consensoh61.SEQ GTGGCGCCCGAACAGGGACTTGAAAGCGAAAGAGAAACCAGAGAAGCTCTCTCGACGCAG
consensom61l.SEQ GTGGCGCCCGAACAGGGACTTGAAAGCGAAAGGGAAACCAGAGAAGCTCTCTCGACGCAG
consensoub6l.SEQ GTGGCGCCCGAACAGGGACTTGAAAGCGAAAGAGAAACCAGAGAAGCTCTCTCGACGCAG

61 120
consenso61.SEQ GACTCGGCTTGCTGAAGCGCGCACGGCAAGAGGCGAAGGGACGGCGACTGGTGAGTACGC
consensoh61.SEQ GACTCGGCTTGCTGAAGCGCGCACGGCAAGAGGCGAGGGGACGGCGACTGGTGAGTACGC
consensom61l.SEQ GACTCGGCTTGCTGAAGCGCGCACGGCAAGAGGCGAGGGGACGGCGACTGGTGAGTACGC
consensou61.SEQ GACTCGGCTTGCTGAAGCGCGCACGGCAAGAGGCGAGGGGACGGCGACTGGTGAGTACGC

121 155
consenso61.SEQ CAAAATTTTGACTAGCGGAGGCTAGAAGGAGAGAG
consensoh61.SEQ CAAAATTTTGACTAGCGGAGGCTAGAAGGAGAGAG
consensom61.SEQ CAAAATTTTGACTAGCGGAGGCTAGAAGGAGAGAG
consensou61.SEQ CAAAATTTTGACTAGCGGAGGCTAGAAGGAGAGAG
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