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1.1 VARIABILIDAD EN VIRUS RNA

La variabilidad genetíca es una de las propiedades más característicasde todos

los seres vivos y constituye la base de su evolución. La aplicación de nuevas técnicas

de biología molecular a los estudios de genética evolutiva ba demostrado, en el

terreno molecular, la gran variabilidad genética existente en poblaciones naturales

(Ayala, 19801

Los virus y sobre todo los virus RNA, no escapan a esta situación,

presentando una elevada frecuencia de mutación y, en consecuencia, una rápida

evolución. El virus de (a gripo constituyó un prototipo en los estudios de la variabilidad

existente en esios sistemas. Desde los primeros trabajos, se p(anteó la necesidad de

explicar la grao beterogencídad observada crí los virus con genoma RNA y los

cambios gciiétv.:os y frinotipicos que se producíarv En e( plano teórico, se trató de

entender ci mecanismo que subyacía en esta variabilidad observada, definir la

frecuencia de imitación y la distribución de diferentes genotipos <Domingo y Hoíland.

1988).

Las primeras evidencias de (-a a(ta variabilidad genética en virus RNA se

obtuvieron con bacteriotagos, a finales de la década de (os setenta. En experimentos

<7:00 el bacterinfago OÍA, se pudo cuantificar la variabilidad de los fagos RNA. Se

observó que el virus estaba constituido por oria mezcla compleja de variantes

gendinicos, existiendo corno inedia 12 mutaciones entre cualquier genoma viable del

largo y la secuencio promedio de la población. El estudio también mostró que pases

seriados de virus 01% donados daban lugar a la generación de variantes, mientras que

el gerroiiia ‘proiriedio’’ del virus no variaba durante las infecciones (Domingo y coís.,

1978>. De acuerdo a los conceptos teóricos, y según la terminología de Manfred
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Eigen, a esta población de genomas virales relacionados se la denomina como ‘cuasi-

especies’ lEigen, 1971). El modelo propone la existencia de una población viral que

incluye <rna o varias secuencias “master’ y un “espectro murante”, reflejo de todos

los variantes virales que difiere de la(s) secuencia(s) “master” <Domingo y Holíand,

1988). La secuencia ‘Inasuer” es la secuencia genomica irás apta replicando en un

entorno definido, dentro de (a población global, esta secuencias pueden representar

una proporción minoritaria de las moléculas genomica. Este concepto teórico se

coiriproba cIne explicaba la ran heterogeneidad genética y fenotípica observaba en

virus RNA. Eslo Junto cori el gran tamaco de las poblaciones permiten a los virus de

gui;aíra RNA a <Ja pl a rse a u ererín ríados entori~os ID orni ng o y c oís. , 1 985).

Dentro de los virus RNA se han descrito poblaciones virales con estructura de

cuasi-especies” en virus que infectan tanto animales como al hombre. Por ejemplo,

el virus de la estomatitis vesicular (VSV; Steinbauer y Hoíland, 1987); el virus de la

fiebre altusa (FMDV: Domingo y cols., 1985(7 poliovirLJs <Kinnunen y coís., 1990>;

el virus de (u gripe (Smith y Palese, 1988): el virus de la inmunodeficiencia humana

tipa 1 IVIH 1 lVlyer[-ians y cols., 1939; Groenink y cals., 1991). En general se

consideró que indos los virus con genama RNA presentan un modelo de distribución

en “criase especies (Domingo y Hoiland, 19387 Eigen y Biebricher, 1988>. Este

rodela puede aplicarse no sólo a aisladas naturales sino tambiéna cLialquier población

víral, asi cairo a poblaciones donadas de virus RNA. Debida aso extrema frecuencia

de uní ación ya la rápida selección de mutantes mejor adaptados al entorno como

son presencia de anticuerpos, de antivirales, cambios de tipos celulares donde se

replican y otros factores.

Par termina medio, la tasa de mutación de las virus RNA se considera que es

de 10 -10 susrír LídioneS/i)uLúleótido y ciclo de replicación, mientras que en genomas

DNA las valores oscilan de 10 a 10’ (Domingo y Halland, 1988; Eigen y Biebricher,
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1988; Teinin, 1989, Myerhans y cols., 1989; Coftin, 1990>.

La diversidad en las poblaciones de virus de genoma RNA y el tamaño de la

población Gral posibilitan una rápida adaptación a nuevos entornos mediante cambios

antígenir:as par a evadir la respuesta del sistema inmune o el desarrollo de resistencias

efic:aces contra anrívrrales <Domingo y coís., 1990>.

Las fluctuacrones y cambios en las poblaciones virales dentro de un individuo

infectado dificrilta el estudio de la infección producida por dichos virus <Hoíland y

cols. - 1992).

Dentro de la evolución de poblaciones de virus RNA se pueden encontrar

periódas de l)a(a (ivairiciGí) o periódos de éxtasis, a pesaí de la elevada frecuencia de

itutacion y SL; rápida replicaciór. La observación se ha hecho tanto en la naturaleza

corno en ensayos de laboratorio. Por ejemplo, se ha observado en la evolución de

algunos genes del vimos de la gripe <Gorman y cols., 1990>, o en clones de VSV,

donde se Pan encontrado periódos de éxtasis en la evolución de la población frente

a perródes de rápida evolución, dependiendo de las condiciones de los pases en

cultivo del virus (Sucinhaner y cois ., ‘(9891.

La rápida evolución de las poblaciones virales está promovida por cambios en

las condiciones del enroriro, las cuales originan la pérdida del equilibrio de las

pC)blacioiies perdida ejemplo de la dorrinancia de secuencias ‘‘iraster’’, más óptimas,

y aparición de nuevas secuencias “rnaster” . O bviarrenre, cambios del contexto

promueve; i este rleset]Liilil)rio, tales como cainhios externos (infeciones a nuevos

buéspedes o u iroevas lineas celulares>, o internos, presencia de partículas defectivas

ii}terferentes (Hallaud y cols.,1982; Domingo y cols., 1935; Domingo y Holíand,

1988; Steinbaoer y cols., 1939>.
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1.2.- RETROVIRUS

Los retrovirus son un grupo muy heterogéneo de virus que presentan un

genonra RNA cocí polaridad positiva., capaces de replicar a través de un DNA

interírediario, DNA de doble banda, que puede integrarse en el DNA genómico de la

célula huésped Ternin y cols., 1970; Baltimore, 1970>. Este paso de RNA a DNA es

catalizado por cina DNA polirnerasa dependiente de RNA o transeriptasa inversa <RT>,

que día urrgen a la palabra rerrovírus Ternin y Mizutaní, 1970>.

Los retí avirrís son inciy frecuentes en los seres vivos y presentan diferentes

grados de inlectividad y patagenicidad. Son clasificados según su morfología,

patogenuíuidad y por so necaruisiro de Iransínisión, encontrando retrovírus endógenos

y exógenos. Los retrovirus endógenos se encuentran dentro de la línea germinal y

mochos de ellos son defectivos y crí general no patógenos <Dooíittíe y coís., 1989)

La familia de las retrovirtís podemos agruparía en diferentes géneros (tabla 1>.

1,2.1.- VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA HUMANA TIPO 1

El virus de Ja inirrunodeficiencia humana tipo 1 <VIH -1>, agente responsable del

s indroire de i nin inadetic encía hum a ea (SIDA>, es un virus perteneciente al género

de los lentivii os Presenta una serie de características comunes tales como un largo

peiíodo de iiíízul)ación (por ello el termino Iei)tívirus>, tropismo por el sistema nervioso

y por el tejido beíratapoyético, así corro estar asociado con supresión inmunológica

<Cofto. 1 990(.



6

CLASIFICACION Y NOMENCLATURA DE LA FAMILIA RETROVIRIDAE

O ENEROS

Oí)covír;ís tirio E de iqarníferos MMTV

OncovírCís tipo C

Retrovírus tipa U

Retrovirtís tilia C aviares

HTLV BLV

Virus 051Ra iBis 05

Leiitivir us

VirCís del mono Mason-Pfizer

ALV

HTLV-l
HTLV-ll
STLV
BLV

5EV
FeSV
BSV

VIH VIH-1
VIH-2

SIV
VISNA
EIAV
FI V
BIV

TABLA 1. Clasificacián de Retrovirus

icitírtilu..,, it’> .~.iítii Pi’ J9

MMTV’: 1’ i’i’íuí’i’ 1 ir tui 11111 ti’ . i irtití MLVI <rite 1.11> itt iOitt1Uilitt~t íuiiírííí¿í; FcuLV: virus de Ja Jeucemia

i
1,J,uiui: ¡ti \ ir t vi.ír HtLVi: virus Jt;tiorr¿ipi~:o tío Lote <oluitie 1 tttjnnno tipo 1; HTLV—li:
viii>—; iiiil.,rr..íi it. .hiu ¡u iii T huir oit> liptí u: 5TLV1 viii]> hirtiiilrítpit:it de lote r:ttJoias Ido símlo : CLV:

Li. tt,’i>’~’iiiiul> <ti’ <lii >11117 >01111< FoSV ViruS .eiiii:ili¿iL ioit,itv; 35v v,rtm sirícít;oíl bovino;
VJF—lv’iuit, ti it ¡‘¡¡iii tiieilt’iiruu’ot tu irruí tu; SJV virus ile iii Jíío.uíuííitdctiietíuítcíot siluro; ErAV~ vírus de la

ri~ituut< FiL!. <uit> <it~Li irtííit>íiui¡leiii~;vtíii;i¿í ivuiiíioi 1 CLV: vto,> tio Jo iníroriodutictencía

MLV
Fe LV
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E) primer caso de síndrome de inmunodeficiencia humana fue descrito en un

homosextíal irasculino en Estados Unidos, en 1981 (NMWR. 1981; Gottlieb y cois.,

1981; MasCír y cols., 1 931; Siegal y cols., 1981>; después se descubrieron casos en

beirafílicos IMMWR 19321, en pacientes transfundidos (MMWR. 1982>,

posteriorriieriti arr drogadictos por vía intravenosa (MMWR. 1982>, y en hijos de

madres infectadas <MMVVR. 1982>. El agente causal del síndrome de

iiiri)OnOdi3tiCúii=,niúia lvimar=a ISIDA) fue identificado en 1932 por el grupo de

Mantagníer (BarréSinaussi y cols., 19331. coma un retrovírus aislado de un paciente

can (nf cía de; vi pat fas, ri orlo grie se de naminó LAV (virus asociado a [mf osdeno patías>

Más tarde hin aislada par el qr~ipa de Gallo, denominándole HTLV III (Gallo y coís.,

1934; Papovív y <:ols, 19341, por considerarse semejante a los virus HTLV-I y HTLV-

II que habían sido descubierto anteriormente <Foiesz y coís., 1981: Kalnaraman y

cols., 1932>. Con posterioridad, se realizó otro nCíevo aislamiento por el grupo de

Levy. denornirrandase 43V (vírrís relacionado con SIDA; Levy y cols., 1984) y en la

actualidad se le ,diantilica carro SF2. A todas ellos se les designa actualmente como

VIH 1 lCotfin y v:als. . 1936>.

Tairibier: lía sirio aislado un virus en simios, asociado a inmunodeficiencia,

denor’ninada MV. pertenecierite al inísmo género <Daniel y cols. , 1935; Kanki y cols.,

1935>.

En 1936. Clavel y colaboradores aislaron tío retrovírus relacionado con el VIH,

de rin índividr;o ile Africa Occidental con inrrrcinadeficiencia (Clavel y cok., 1986).

Este virus se var au:terízaba por que sus proteínas Gag y Fol podían inmunoprecipitar

cori anticuerpos contra VIH-1 pero no 105 productos del gen env; el nuevo virus se

denoininó príiríeraínerrte LAV-2 y ahora se denomina VIH-2 (virus de la

irrrrriirodeficerc¡¿i hCíruana ti~.)o 2>.
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Las priireras secuencias de VIH-1 (Ratner y coís., 1985; Wain-Hobson y cols.,

1935), HIV2 (CCíyader y cols., 1 987i y de SIV-mac <Chakrbarti y cols.. 1987>,

perirlítier oíl i <aah¡¿ir un análisis de secuencias rastrando un 420/o de homología de

nucícótídos enrie el VIH 1 y el VIH-2, (Goyader y cols., 1987>, en contraste con la

alta semejanza encontrada entre el VIH-2 y el SIV-mac (Chakarbatir y cols., 1987).

Partiendo de secuencias de diferentes aislados tanto de lentivirus humanos

como de simias, Eigen y Níeseít-Struwe calcularon el tiempo de evolución de

diferentes secuencias fEigen y Nieseít-Struwe, 1990>. El irétodo utilizado tenía en

corísidecacíó;i Jas tres posiciones del codee y distinguía transiciones de

trarísversiones, pero tairbién asignaba probabilidades individuales de sustituciones

de todas las posiciones de los nucleótidos. El resultado de este análisis permitió

considerar QCLC1 nl punto de divergencia entre estos virus se encontraba hace 900 +

300 años

1.3< CARACTERíSTICAS GENERALES DEL VIH-1

1.3.1.- ESTRUCTURA DEL VIRION

EJ VI H 1 presenta río vírión con una estructCira esférica de 1 10 nm de

diáiretmo. con espículas exieriares <forinadas por la gpl 20 y la gp4i > ancladas en la

bir:apa Iipídn:a tío c:anstitriyen la envuelta, Por debajo, se encuentra una capa

proteica (pl 7>. y en sri interior nr; nucleoide en forma de cono truncado, formado por

una cápside <Jeíioíi;irlada caro Iconstituiria paría proteína p24), que a su vez contiene

el ríaterial ger:óíiííco (das moléculas de RNA idénticas> y enzimas virales

(transc:riprasa ír!veisa, integrasa y prateasa) (f;gC]ras 1 y 2>.
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Bicapa lipidíca

VIH-1.
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1.3.2< ESTRUCTURA DEL GENOMA

El VIH 1 es un vimos de genoma RNA, de polaridad positiva y 9200

nucícótidos. Su genama está constituido por tres genes estructurales, al igual que

odos los re,trovir;ís (gag, poí y env) <Varrnr;r 1983> y otros genes no estructurales,

que se pueden agí rípar ci; genes reguladores (tat, <ev y nef), y genes accesorios (viL

vpr . vprL y InI /tl)vl

El DNA proviral se encuentra limitada, a ambos extremos del genoma, por

secríencias repetidas lerminales largas <LTRs> 1 orinadas par unas unidades funcionales

iiesi<1iyid¿is JJS E y QE lligrira Sí. Esías rLiiidades frLncianaíes son importantes para

Y iiupli(1!i<liOii E> ii1tPgl¿fl7iOi~ del virrís ev el genuina de la célula huesped, contienen

prutilLotol y ar:iív:idores. r:Oi) secuieíicias de rec:OOoOiifliCaOto fiara factores de

JC¿iiis<lrilivioii viril. <:elr;larcts y virales.

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9kb

SEII ‘ .~ - -. - . - - SE 3’
lAR UTR

Ki7iá~IL~ [Ijil Liiiii~~ ____

______ ‘y?’
.9 _ _ _ íaí ¡3
ci -- r0v ~E3

[ji
vpu

ElOY/RA 3. Esquema genético del pravirus de VIH-1
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1.3.2.1< Genes estructurales

El gen gag codifíca las proteínas del core , origina una poliproteina precursora

de 55 Kd que es procesada proteolíticamente durante la maduración, dando lugar a

las pmoteiiías p24 pl 7. p9 y p7 (NQ-pl 7p24 p9-p7-COOH; Muesing y cols., 1985;

Mervis y veIs. 1 988>

El gen pol codílíca los enzimas virales: transcriptasa inversa (RT), proteasa e

integrase. La paliprateina precursora es procesada paría proteasa viral para dar lugar

a píO Iprateasa>, pRR/S 1 <RTI y p32 <integrasa).

La RT en SCL 1 erina activa es un heterodimero de p66 y pSi . Se ha encontrado

que presenta dos ar:Iividades’ DNA políníerasa RNA dependiente y RNasa H (Hansen

y vals., 1937; Larder y vals , 1987). En forma pS 1 carece de actividad RNasa H. La

activídeo 8 Nasa 8 juega un importante papel en la síntesis del DNA proviral,

encargada dc digerir el RNA rolde en el híbrido RNA:DNA formado en la sintesis de

la 1> banda dcl cUNA

El gen en>’ u uditica rina glivr)proteii)a dc 160 <mi, que es procesada en gpl 20

<glicoprateina externa, Iav:alizada em~ el extremo amino-terminal> y en gp4l

<glicoproteina uransínembranal, localizada en el extremo carboxi-terminal>, (Veronese

y anís., 1935: Robey y cols., 19351. Este procesamiento es fundamental para la

infectividad del virus y probablemente es realizado por proteasas celulares

intracelulariíicí’je, un río cairípartiinente no lisosorral (WilIey y anIs., 1988; Kozarsky

y vals.. 19891. Aívíbas productos están altamente glicosílados <presenta 31 sitio de

glicosilación; Alían y vals., 1985; Mycrs y cols., 1990>. Después de ser procesadas

las das inalévuJas continúan estando unidas par enlaces no covalentes, en el extremo

airii;o terminal dc ambas proteínas lKowalski y vals., 1987; figCJra 4>.
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En la gp 1 20 se han localizada diferentes regiones: zonas altamente

conservadas y arras bipervariables (Starcích y vals., 1986; WíIley y coís., 1986;

Modrow y vals., 19371. Hay 5 zonas nipervariabíes (de Vi a VS, con un 250/o de

aminoácidos conservadas>, separadas par 4 zonas conservadas (de Cl a C4,

presentando rin 75% de homología en sus aminoácidos>. Todas las cisteinas

localizadas en la gp 1 20 están conservadas en las estirpes analizadas, al igual que los

sities de glicosilacíún, sugíííendo que a pesar de la gran variabilidad de secuencia la

estrrictnr a secundaria de las glícoproteinas se conserva. En la gp 1 20 encontramos

el sitio de unión al receptor CD4, en una de las regiones conservadas, la C4 (Kowalski

y cols. 19371.

En la gp4i podeinos encontrar en el extrema cirino-rerminal junto al sitio de

provesa;nieiílu ru pendo de fusión (k.avvalski y vals, 1987). dominio implicado en

la fLLsieii vulr;lar y cii la ft)rinaciói) de sincitios. Esta función fríe sugerida en base a

estudias de boirología de secuencias con otros retrovirus y can paramyxovirus

(Goozalez-Scarana y anís., 1937; Gallaher 19871.

En la rayaría de los pacientes can SIDA pueden encontrarse anticuerpos

neritralL/antes. eii bajo títrLlO (Robert-Guroh y vals., 1985; Weiss y cols., 1985>. Por

diferentes estridios se ha pedido observar que estos anticuerpos neutralizantes van

dirigidas contra la gpl 20 y gp4l (Mattbews y veIs.. 1936; Ho y coís., 1987). El

principal dominio ininrinodoirinante ha sido localizada en la zona variable V3 <zona

de 35 uininaáaidasi. Se trata de un lazo situado entre dos residuos de Cys altamente

conservados, os cuales se piensa que están unidos par un puente disulfuro <Putney

y anís. 1986; PaJker y anís., 1938; Leonard y vals., 1990>. Aunque es un zona

altaíríeííte variable (entre el 3O~5CV/o>. se ba encontrado por comparación de

secuencias de diferentes aislados una secuencia de 8 aírinoácidos altamente

conservados. IHGPGRAF, en el ceniro del lazo V3 (LaRosa y vals,, 1990). Se han
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enc:ontrado aiitícrierpas iierLtmalizantes contra esta región (Goudsmit y coís., 1988;

Maisusbira y vals., 1983). La VS se ha relacionado tai’nbién con la capacidad para

formar sincitías, con la replicación Meare y Nara, 1991; Kuiken y cals., 1992) y con

el tropismo celular (ORnen y cals., 1990; Hwang y vaIs., 1991; Shioda y cols.,

1991> El tropismo del VIH- 1 por las células CD44 también ha sido relacionado con

un sitie especitír:o de unión al receptor CD4 (MeDaugal y cols., 1986; Dowbenko y

cols , 19881

1.3.2.2.- Genes no estructurales: genes reguladores

El gen rat codifica lina proteína de 16 Kd, considerada transactivador viral

(Sodroskí y culs 1934; 1935; 19361 incrementando la transcripción de 100 a 1000

vece,s (Am ya y i.ols . 1985> Este gen presenta homologías con el gen tax presente en

el HTLVl y HTLV JI.

El gen rey codifica una proteína de 19 Kd <CCílIen y vaIs., 1988>, factor

relac:iauado con a regulaciún víral y esencial para la replicación del virus (Feinberg y

vals., 1986, Sndroskí y veIs. 19861. En ausencia de la proteína Rey son sintetizadas

las pi <iteii ias’.eqriladomas (Tat y Neil pera no las proteínas estructurales del virus.

Aunque los iner:anisinos de acción de Rey no están definidos, algunos datos

suguieren que podría estar implicada en estabilizar y/o facilitar el transporte de RNAs

de alta peso molecular del núcleo al citoplasma (Haseltine y Wong-Staal, 1988>.

El gen nef cadifíca para una proteína de 27 Kd (Cuy y vals., 1987>. Su función

es desconocida ariogne parece ser un regulador negativa de la replicación viral

(Níedenííían y i.als. - 1939> Secuencias localizadas en las LTR son necesarias para la

actividad de O5tLl proteína
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1.3.2.3. Genes no estructurales: genes accesorios

El gen vi) codifica oria proteína de 23Kd (Lee y vaIs., 1986>, cuya función no

está determinada. La observación de que mutantes defectivos en este gen

presentaban una menor eficacia para infectar líneas celulares CD4~ y transmitirse por

co-cultiva, hizo que se le denominase factor de infectividad. Sin embargo, virus

oCLI antes, ci vm 1 son íim art cml úq e a y bí aquí ir iva i riente m nd i stí ng ni bies del tipo norrnal

IFísber y <:als, 1936; Strehel y vals., 1937).

El gen vpr codifica una proteína de 1 5 Kd (Wang-Staaí y vals.. 1987), primera

proteína reguladora de retrovimus que se ha encontrado asociada con la partícula víral,

ya que el resto de las prareimías reguladoras (Tat, Rey, Nef, Vif, y Vpu>, no están

asociadas al vmíiaim Esta proteína se ha relacionada con los estados tempranos del

ciclo de replicación del virus, tales vaina la formación e integración del provirus o en

la transcripción de éste (Vaisbnav y VVang-Staal, 19911.

El gen y pCi cari i fi ca ni~a proleína 1 5 20 Kd que se e nc cíe ntra fosfarilada

iStrebel y vais 1988: Colmen y vals., 1 990i Este gen sólo está presente en el VIH-1 -

La pral cii ma V pcm pu rece ser ir portan te crí la m nad oración del vi ri ón y en la liberación

de particrilas virales. Mutantes en este gen presentan un alto nivel de proteínas virales

intraceliLlares lTerwilliger y vals., 1989; lKíiirkait y vals., 1990).

Una ormúva pi oteina Tev/Tnv lía sido descrita en células infectadas por VIH-1

y coditíca ciima 1)1 ateina <le 23 Kd de frínción desconocida (Benko y vals., 1990;

SalfeId y vals, 19901.
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1.3.3< CICLO REPLICATIVO DEL VIH

EJ ciclo replícativa del VIH incluye varias etapas: entrada en la célula, sintesis

e integración del DNA províral, expresión del DNA en RNA y proteínas, y ensamblaje

y liberación de los viriones (figura 5>.

El inicio del ciclo infeccioso del VIH-1 comienza con el reconocimiento y

adherencia par parte del virus a un receptor especifico en la célula diana - Este resulté

ser la prareíima CD4 presente en la membrana plasmática de las células susceptibles,

principalmente céICLías T y monocitas/rnacrótagos (Maddon y vaIs, 1 986: Greene,

19911 No obstante, en la actualidad se sabe que no todas la células que expresan

C04 se inlectan )Oi el VIHí y que algunas células que carecen de CD4 (como

asir ocmI os. libroblastos critaceos a células epiteliales intestinales> pueden ser

infectadas lCbeng Mayer y vals., 1987; Tateno y vals., 19891. El proceso de unión

implica una inmeraí:cíon entrúl el complejo de la envuelta (gpl 20/gp4l 1 y el receptor

C04. La fusión edre la envuelta del virus y la inembrana de la célula huésped parece

estar iTiediada par la gp4 1 , a través del péptido de fusión, facilitando la fusión de la

cubierta del vmmus cao la membrana céICLíar (Gallaher, 1987; Freed y vaIs., 1990>.

Tambidí m ceutí mbriye en la lnsiórm de iiíeírbranas y en la entrada del virus el lazo V3

de la gpl 20 El dei; iii río V3 sufre una proteolísis que implica un cambio en la

estructura vaciar racional en la gp 120 permitiendo que el péptido de fusión entre en

cailtactí! con la mímerTibrana de la célula diána lHwang y vals., 19911.

Después, el core entra en la célula, pierde su cubierta, y el RNA viral es

traiis(:rmtr) cii rL cirapíasimia a ram DNA proviral de dable banda por la acción de la

lransciiptasa mimve.rsa (Ru asociada al virmai; El DNA pravíral migra al núcleo,

probableiTiente onmdo a proteicas, donde se íntegra en el DNA genómíco celular por

acción de la integrasa viral <Coffin, 1990).
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Una vez integrado el DNA proviral en el DNA cromosómico de la célula

huésped, la transcripción, a partir del DNA proviral, está regulada por factores

transcril)ciOnalCúS lconstitrLtivas o inducibles> de la célula huésped así como por

proteínas propias del virus Los LTR contienen secuencias intensificadoras que sirven

de sitios de, ríníúim de de factores transcripcianaíes, algunas de los cuales son

expresadas constitutivamente (Spl y TEIIID> y otros inducidos durante la activación

de las células 1 vaina NE5R y NEAT-1 (García y cals., 1987; Janes y coís., 1988:

Harricb y vals 1939; Lii y coís,, 1990; Greene, 1991>. Estos factores

trarsc:nipr:momíalrrs í:elrmlares son suficientes para inducir un nivel basal de expresión de

los genes de VIR 1 en la célula infectada, prodociendose RNAir que van a dar lugar,

par un doble procesamiento, a los productas de las genes reguladores Tat, Nef y Rey

(Malim y vals, 1939; Cullen y Greence, 1989>.

El ger~aíoa de VIH- 1 codifica das tipos de RNAm que pueden ser diferenciados

5EdqCJi) 5tL }rocesairiemito y el inaiirenio en el que se expresan derflro del ciclo

replicariva del vmirms: RNAm tempranos, que codifican para las proteínas Tat, Nef y

Rey y ENAir laidios r~ue saii de das tipas: procesadas y sin procesar, y que codifican

las proteínas estructurales del virian y el RNA genórnica viral.

La expresión de los distintos RNAin va a depender de la presenc¡a o ausencia

de la proteína Rey Las niveles de Rey presentes en las células infectadas determina

la prodrLr:ion rliferenr;ial de determinadas RNA procesados o sin procesar, y permite

la uransición de la expresión de genes tempranas a genes tardíos, que lleva a la

producción de proteínas esí ructorales (Cullen, 1991; Greene, 1991). La acción de Rey

implica la unión directa a rina secuencia específica de RNA, denornínada elemento

responsable de Rey IRREI que se encuentra localizada en el gen env, en el extremo

r:arboxi terminal de km gp4l . En ausencia de Rey se sintetizan sólo la primera clase de

níensa¡er os mFemimlmerg y vals 1936, Sodroski y vals., 1936; Felber y vaIs., 19891.
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La proteína Tat, trans-activador, incrementa la expresión génica, hasta 1000

veces, incluyendo la del gen tat (Sodroski y cols., 1985>. Tat para su funcionamiento

necesita unirse a la secuencia de RNA, que actua en cis, denominada TAR,

responsable de la transactivación y localizada en los LTR (Fisher y cols., 1986;

Dingwalí y cok., 1989).

La función de la proteína Nef aún no está definida. Se la ha relacionado con

el establecimiento de la fase de latencia viral y con la patogenesis de la enfermedad

(Niederman y vals, 1939; Kestíer y vals., 1991>.
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1.4< VARIARILIDAD DEL VIH-1

1.41< VARIABILIDAD GENETICA

Uím-i de las iracteríslicas más irportantes del VIH-1 es su elevada variabilidad

genética. Los primimeros estrídros que pusieron de manifiesto esta característica fueron

realizados por napea de sitias de restricción del DNA proviral de diferentes aislados

de VIH- 1 de pacientes con SIDA o compíelo relacionada can SIDA (CRS> (Hahn y

vaIs., 1984; 1985; Shaw y vals., 1984; 1985). El clonaje y secuenciación de

di te reares cepas peri mmi ti ó con acer 1 a e stmucnra del RNA vira 1 y de fi ni r los diferentes

genes grie o r:iurmstitníyen así narria estimar la variacion IRarner y vaIs., 1985; Wain

$-labsai=y veIs. 1935; Muesing y vaIs., 1985; Sáncliez-Rescador y vals., 1985).

Estas es í. urb OS l)err <dli eran afirmar que la variabilidad no se e nc oíl tía ba distribuida

hainogei’íeamente a la larga del genoira. Así se vio que el gen env presentaba la

mayor variabilírlad. eím comparación ven arras genes. Al comparar secuencias del gen

cnt’ se defiííieramr y-urca zonas hipervariabíes (Vi -VS), zonas que presentaban al

renos río 25% de boirología de sus aminoácidos (Starciah y vals., 1986; WilIey y

vals,, 1936). Estas regiones se encontraban separadas par zonas altamente

conservadas presentando un 75% de hoirmolagía. Las regiones variables coincidían

can sitios antigónicas (Modrow y vals., 1987>.

Más l¿irdí: se coníprobó que no sólo existía díferencLa entre aislados

mndependieiríes sino lambien entre aislarlos sucesivas de un irisiro paciente (Hahn

y vals., 1986) Los cambios que se observan en el gen env son tanto mutaciones

puntuales corno deleccíanes, inserciones y duplicaciones en tándem. Todos estos

cambios fueren localizados en las regiones hLpervariabíes. La tasa de sustitución de

urícícótidos para el gen coy se calvuló entre 2 ,3x 10 ‘ sustituciones/sitio/año, y
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1 5.3x1O - sustituciones/sitío/aña. Para el gen gag entre O,4x1 0 sustituciones!

sitio/año y 1 ,9x 10 susritClcior)es/sitio/ano. Estas estimaciones se basaban en la

comparar:ion de secuencias de virus de aislados secuenciales. La variación entre

aislados virales de un mismo individuo siempre fue inenor que la encontrada entre

aisladas de diferentes individuos.

El estCLdímo de la variabilidad del \/IH-1 in vivo’, se centró en clones obtenidos

de aislados de diferentes pacientes, comprobandose que estos aislados estaban

formadas par genótí ~O5 relacionados pera distmngCiLbles por el patrón obtenido por

enzmíoas de restricción También se analizaran clanes abtenmdas de una segunda

muestra del roisino paciente, y se cam’nprobó la existencia de caínbios progresivos

pero relacionadas lSaag y vals. - 1 988>.

Gnodenovv y i:olalmaraderes (1 9391 confirmaron los datas ya mencionados por

Saag y cuiaboradores 11 9831 Estudiaron por sevuenciación clones obtenidos de

cl iteren te s regi cines del genoina de VIH 1, amplificadas previamente por PCH, que

correspondían cali Clin zona del gag 1p241 y zonas del gen env (Vi y V2>.

Corripararan los vmrrms obtenidas directamente de PBLs, con los obtenidos después de

pases en ciLliLvo de tejidos. De este estudio se concluye: 1 i En el VIH existe una

enorme c:oimiple~mdad genética, cada aislada está constituido por una mezcla

heterogénea de variantes altarríente relacionados pero dístigumbles entre sí, como

sucede en otras virus de genoma RNA, presentando una distribución en cuasi-

especies” <Domingo y vals., 1985; Eígen y Bíebricher, 1 988). 2) El genotipo

predominante encontrada no la población de virus obtenidas de PBLs es diferente al

ríe la poblrír:icím míe virr;s que habían sido replicados en c:ultivos de tejidos, sugiriendo

que los cultivos “irí vitro” ini ponían un proceso de selección. La diversidad encontrada

‘he vivcí” es imiayni cíce la observada ‘‘in vitro’’. 3) ExLsten numerosos genomas

defectivos cocí gen lar <5-15% par “cuasi-especme’) caracterizadas paría presencia
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de codones de terminación, inserciones, deleccianes y sustituciones en algunos de

los genes esenciales, la cCial impide la replicación del virus (Balfe y cols., 1990;

Rrinchírann y vals., 19911. 4> No existe correlación entre la estructura de una

población y la progresión de la enfermedad. Esto fue confirmado también en otros

estudios similares realizados <Meyerhans y vaIs.. 1989; Delassus y vaIs., 1991;

Martius y veIs 1991; Pang y vaIs., 1991; Vartanuan y cols., 1991; Kusumi y vals.,

19921

Más taide se ha descrita la variación de secuencias de VIH-1 de aislados de

pacientes imifectadas can un misma virus <Balfe y vals., 1 990; Burger y vaIs., 1990;

MvNearírey y vals, 1990; Kíeiín y vals., 1991; Simirronds y vals., 1991>, La

variai)ilinad deirtrm’o de LLiL mismo paciente es grande, pero ésta es menor que la

encontrada cii pacieres epídemiaíogmcarrueiMe no relacionadas (Balfe y vaIs., 1990;

RCírqer y vals 1990; Simni’oíonds y cols., 19911.

Dentro de un paciente se campará las diferencias en la frecuencia y

dístrihrir:ión de las ser;tLeiivmas. entre virus obtenidas de cerebro y virus aislados de

sangre Las ir solladas iíirLestram) CLna separacian entre la distintas ‘‘cuasi—especies’’

especmtmi.:as ini crírma tejido J.Epstemn y m¿ols, 1991; Parg y vals, 1991>.

- Mecanismos de variación:

El grado de heterogeneidad existente en es Lentivirus, está condicionado por

el numero ríe r;ii;los de reolicar:ión y por el porcentaje de error producido por los

enzmíras imníplic:ados en la replicacion del virus lCoffin, 19361. Además los retrovirus

Citilizarí tres sisternas enzííríaívos:

1 Tramrsvriptasa inversa, ir plicada en la síntesis del DNA a partir del RNA

viral
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21 DNA ialiirerasa celular, replica al provirus junto van el DNA celular.

3? RNA m=olííííerasaII también celular, responsable de la síntesis de nuevos

gerromas virales (Variuirís y vals., 1895; Vamos. 1987; Coffin, 1990>.

Estas enzírmvrs presentan muy diferente porcentaje de error, por lo que la tasa

de mutav;ón observada en estas virus puede depender de la contribución de cada un

de ellos en la reí)livavión del virus (Coffin, 1986>. Además, la RT y la RNA polimerasa

II carecen de actividad exonucleasa, actividad correctora. Algunos autores han

atribuido un mayor porcentaje de error a la RT del VI Hl en comparación con otras

RTs (Prestan y r:ols. 1988; Roberts y cols., 1933; Ji y vals., 1992 >. Sin embargo,

otros no Lo apnvaim íRíi:clmetti y col, 1990>. La 1 rec:uencia de errar para un molde DNA

se emrcr;eimtra entre 1 ;1 700 y 1/7400 nucícótidas (Prestan y vals., 1988; Roberts y

vals., 1983; Webeí y vals., 1989> y no difiere significativamente del molde RNA <Ji

y vals 1992 Criando esta consideración se encuentra dentro de un ciclo de

replicacian el porceiraje se osc:ila entre 2,5-10 errares par genoira de VIH-1 La

ir)corporar;mon de errares río se distribuye rínifarmerrente ala largo de todo el genoma;

se ha vista guíe depende del contexto específico que le rodee. Los emparejamientos

erróneas A:G, por ejemplo, acurren cuando el molde de A se encuentra precedido por

parejas de nucícótidas vertía AT, TT, CT o AC, y seguidos por parejas como NG, 07,

TC, o CC (Riccl-metti y vaIs.. 1990>. Cambias tanta de sustitución en una sola base,

vaina ¡lamenias nr’ irías de CLO m)LLvleatido se producen frecuentemente durante la

síntesis del DNA por la RT (Raberts y vals, 1 989>.

La variabilidad observada depende por un lado de la tasa de mutación pero

también de la lasa de fijación de la rotación. Esta viene condicionada por la

selección, positiva o negativa que ejerce el entorno.

Otro mniportante lorínra en la variacion pCiede ser el fenómeno de

recomobrí maciór í Ho y Tervime basándose en el porcentaje de replicación observado en
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sistemas experimentales, determinaron que la frecuencia de recambinación era del

arden de Q 2% por ciclo (HLL y Temin, 1990>. Algunas ejemplos de recombinación en

VIH 1 lían sido descritos (Clavel y vals., 1939>. Otras estudios demostraron la

existencia de recainhinación al replicar jtintas das cepas diferentes de VIH-1

<Vartanian y vals., 1991)

1.4.2< VARIABILIDAD FENOTIPICA

Los mi,Lmriemosos variantes de VIH 1 envorírrades muestran también diferentes

propiedades biológicas: cinética de replicación, capacidad de infectar diferentes tipos

celulares (trapisiral, y capacidad de producir efecto citopátíco <Levy y cals., 1985;

Asjó y vals, 1936; Anand y vals., 1937; Rriesen von y vals., 1987; Dahí y coís.,

1987: Evaos y :ols 1 987í.

Aislados obtenidos de irídividrios can SIDA a con CRS muestran un alto

porcentaje de replur:ación, frente a virus aislados de individuos asintoi’náticos,

agropandalos en “slow/low” a las primneras y como “high/rapíd” a los virus aislados

de individuLs en estado avanzada de la enfermedad. Además, los virus obtenidos de

individuos con mntomas pueden establecer una infección persistente en líneas

ceIrLíales T ~a relar:íómm entre el estado de la enfermedad y la capacidad de replicar ‘‘in

vitrC) srLqiero qr~e en el crLrsu de la infección pueden selevr;íonarse aqCJeIIos variantes

guíe replícaím meloi en r:élrLIas T <Asia’’ y vol., 1936>

La capacidad de producir efecto vitopátíca, van formación de sincitios

característícos, ha sido otra de las propiedades biológicas que han permitido

diferení:mar las aislados de VIH-1 Los cambios citopáticos en cultivos infectadas por

VIH 1 lirLuderí exLs tít a re y además puLedeil ser de diferentes tipos (Asjd y vals.,

1986, Rubsarríen VVaígírann y vals. 1986; Dahí y vals., 1987; Tersmette y cok.,
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1988; FenyÉS y vaIs., 1983>. La capacidad de formar sincitios parece ser más

frecuente en virus aislados en estados avanzadas de la enfermedad (Fenyó y cois.,

1988; Tersínetteú y col, 1933>.

Cuando se analizan clones obtenidos de un aislada, se ha observado que los

clones procedentes de las virus no síncítíales (NSI> tienen todos el mismo fenotipo.

En contraste, von aislados síncítíales SI> en las que se ha encontrada una mezcla de

poblaciones encontrando clanes SI y clones NSI (Tersmette y vals., 1990; Groeniní<

y cols , 1991 SvhCiiteiraker y vals. 19921

Se ha coríelavionado el paso de virus NSI a virus Sí con el progreso de la

enlermedad lCheríg Mayer y vals., 1988; Tersmette y vaIs., 1989>. En consecuencia

las propiedades biológicas del virus aislado podrían tener un valor pronóstico

(Tersrrette y vaIs.. 1 939>

Otra dc’ las características fenatipivas del VIH- 1 es el tropismo celular, que

priede rsiar >ímrido a la patogenícidad y a las reanifestacianes clínicas de la

eriteriLledad en el paciente, enr;ontranda virus von tropismo par

monor;mrns/mar;rofaqos y virus von tropismo por c~lCllas T a linfotrapicos (Popovic y

vals., 19871 Se observó, por ejeirpía. que virus aisladas de cerebro y de médula

espinal de un nímsmr;a paciente replicaban ambos en PBLs. Sin embargo, sólo el virus

abtenidcí cje r;erebie infectaba eficientemente líneas manocito/macrófagos (Kayanagi

y vals, 1987; tas aislados NSI, parecen ser mnucbo irás monocitatrópicos que los

virus SI y son renos transí nisibles a líneas celulares T (Schuitemaker y vals., 1991>.

Tainhién so lía visto que clones NSI-monocitotrópicos son responsables de la

infección persistente del VIH-1 . La progresión de la enfermedad está relacionada con

mncreinemito de clanes Tiropicos frente a los NSJ mona-trapivas fGraenink y vals.,

1 991>
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1.5< OBJETIVOS

1.- Estrídmo de la variabilidad del VIH-1 ‘‘in vitro’’ para comparar can la

variabilidad oliser vada ‘‘mu viva’’.

2. Análisis de la heterogeneidad genética y fenotípiva de un aislado natural

del VIH 1 en crLltivos de tejidos.

3 Estudio ile l’n evahur- ión de clones biológicos, seleccionadas al azar a partir

de oír aislado natríral de VIH-1 despCiés de su propagación en cultivos celulares a

diferentes c:aímdic:iamies de infección.

4. Análisis del efecto de las diferentes multiplicidades de infección en la

evoíríción de las í;listirítas poblaciones virales

5 Críaritifícación de la variabilidad del VIH-1 durante su propagación en

cCiltmves Li:elCilares.

6 Coinpaiar:ión de la evolución de los virus obtenidos tras pases “in vitro”

r;oíí la evolCiC;ioii imatriral prodCLcída ‘‘iii vivo’’ cii el paciente.



2.- MATERIALES
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2.1.- MATERIALE$ BIOLOGICOS

Lmnlocitas de sangre periférica (PEL>:

de rlouíamules seronegatívos para VIH-1

de un paciente VIH-1 positivo, hijo de madre drogadicta, VIH-1

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

cuando el uiúe tenía 4 añas de edad. Y una segunda 14 meses después de la anterior,

llaimíada 259/91 <tabla II>. Fueron cedidos por el Servicie de Diagnóstico y Referencia

del Ceutí o Nacional de Biología Celular y Retrovirus (CNRCR>

ISLADO

——

ELISA
COMPETITIVO
DE ANTíGENO

RECOMEINANTE
FI

WESTERN BLOT

P24

GACS~ ENV piS p24 p3l p4l p55 p65 gpl2O

61<89~

‘259/91

+

+

—.

+ + + + + + + +

+ + -/-¡-+ + + + +

Tabla II. Característica serológicas de los aislados

-í

61/89 y 259/91

Maí4avitos/Maorófagas: De donantes seronegativos para VIH-1

lDeparíaírenta de Vírologia, del Instituto lKarolinska de Estoclomo. Suecia).
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- Líricas celulares establecidas:

MT4 y MT-2: Células linfoides CD44, obtenidas por co-cultivo de

linfocitos de sangre periférica (PBLs) de das pacientes can el virus de la leucemia de

la células T bumana tipo 1 (HTLV-l> con linfocitos de sangre de cordón umbilical de un

individuo saira fMiyasLíi y vals.. 1982). Las líneas celulares fueron cedidas par el Dr.

D. D Rir;liinan

Las céICLías MT-4, se caracterizan par crecer en suspensión. Son células T,

susceptibles de ser infectadas por el VIH- 1 , produciendo un rareado efecto citopático

(ECPI y grao cantidad de virus. En ausencia de infección por VI H- 1 , las MT-4 se

agí egan torírmaí mijo rjr upas, r~ue tras pipeteas son disgregados, volviendose a formar

después de 2 a 3 Vr, además de presentar una inorfología característica, con

pral aíi g a ‘o man es citoplasmátícas (figura 11> (Pauwels y vals., 1987; Szucs y cols.,

1938> Cuando estas células son infectadas par el VIH-1 estos agregados celulares

se dispersan las células cambian su morfología, volviendose redondeadas y a

contunlLacir)ii prorirLceii Cío ECE característico, sinvitios (células multinucleadas

gigantes, glolúos¿ísi o lisis ceírilar, corno prídimos comprobar en nuestros ensayos de

o fe cci ó i

U9 37-clon 2: Línea celular derivada de un mioma histiocitico

lSnndsrroín y Nilsson, 1976>.

HrnT-73: Línea celular derivada de lirifoixía cutaneo de células 1

IF’opovmL: y r:ols . 1 984i.

Cepas virales de referencia: VIH-1 (lIB fPopovmc y vals., 1984) y VIH-1-RF

(Starvich y veIs., 1986>. Cedidas por el Dr. SC. Gallo.
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2.2 MEDIOS DE CULTIVO

2.2.1.- PARA CELULAS FUCARIOTICAS

1 odas las líneas celulares fueron cultivadas en inedia RPMI 1640 (Flow>

suplementado can 10% de suero bovino fetal (SBF; Gibco>, 2 mM L-glutamina (FIow>,

100 ¡ígml de penicilina (Antibióticos, SA.), 100 pg/ml de estreptomicina

(Antibióticos, 5 A 1 y 0,5% de tilosina (Flow>.

Para el plar~r;eo se utilizó tedio completo van 0,7 Li/,~ de agarasa (Sea-píaque

Aclarase, Marine Colleid Carro>.

16: rLtmIm/am omm para <ml u:rec:minmento celular frascos de 25, 75, 150 cm’ de

superficie IGreiner>; tanobiérí se eínplearon placas de 24 y 96 pocillos y placas de 8

y ní> de superficie tp35, Costar>.

2.2.2< PARA CELULAS PROCARIOTICAS

La cepa DH5 de E cali se creció en medio LE, compuesto por 10/o de extracto

de levadura IDilcol 2% de bactotriptona, 1% de CINa y a pH 7,5. En la selección de

transformantes por resistencia a antibióticos, se añadió aínpicílina hasta 100 pg/mI.

Para el crecirricirto cii inedia sólida se añadió agar al 1,5%

2.3< PLASMIPOS

El plásíríde pBH1O-R3 (Hahn y cols., 1984> que contiene el genoma completo

de un clon de VIH-1 -lIJE en el plásmido pSP64 (Prarrega>, fue cedida por el Dr. R.C.



31

Gallo

Los plásinidas que contienen diferentes zonas del genoma del VIH-1 fueron

obtenidas en nuestro laboratorio a partir del pBH1O-R3 (López-Galíndez y coís., 1991;

figrLras 6 y 71

2.4.- ENZIMAS

Endanocleasas de restricción (Boehringer-Mannheim, New England Biaíabs>,

fragrr;ento JKleííow de la DNA polímerasa 1 lBiolabs). trancriptasa inversa del virus de

la ítiieloblastosms avíaí IAMV-RT; BRL>. DNAsa 1 (Prorrega>, proteinasa K (Merck>,

RNAsa A lRh¿íímoacíal, lmsozmíaa (MerclKl, RNA polirnerasas de las fagas T7, Sp6 y T3

IPromnega y Sirataqeíie), AirmpliTaq DNA polírnerasa <Cetus> y polinucícótido quinasa

del fago T4 (Boeliriírger Manoheím>

2.5< ISOTOPOS Y AUTORRADIOGRAFIAS

Lii’-, msotmjpos rCLeron srLir4imiistrado5, par Arrersbarn, u-CTP-P (400 Ci/mr’nal>,

y-ATP-P’ 13000 Ci;irmaí>, u~dGTP~P<1~ (400 Cí/irínal>, a-dCTP-P’< <3000 Ci/mmoí>,

u-dTTP-P< (400 Ci/mmal>.

Las películas de aCLtorradiagrafía eran de las marcas Agfa y Kodak. Las

pantallas mírtensíficadaras de la señal radiográfica fueron de Dupont (Laskey y Milis,

19771.

El revelador y fijador de Kodak

El liquido de c:entelleo de Pharmavia
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2.6< MATERIAL PARA ELECTROFORESIS

2.6.1.- GELES DE POLIACRILAMIDA

Se empleo acrilammda, N’ N’-metrlen-bisacrilamida, urea y persulfato amónico

(Roehrííigerl, TEMED <N-N-N’ N’-tetrarreuíí-etiíen-diamina; BRL>, Tris-base , EDTA, y

ávido bór mc:o fMercl<l

En los geles de proteínas utilizamos glicina <Merck), SDS <Boerhringer>, 2-

merca p t miera cml lRio-Rad); azCil de bromnofenol, xi lericianol y azul brillante de

Caoirassie-R lMeíck)

2.6.2< GELES DE AGAROSA

Se empleo agarosa ultra pura de Bio-Rad y Nu-Síeve GTG de EMC. Bromuro

de etidía de BioRad

2.7.- SECUENCIACION

Se Citilizaron dideoxinucleútidas (ddGTP. ddATP, ddTTP, ddCTP>,

deaxmíir;cleótmdas fdGTP. dATP, dTTP,dCTP; Pbarínacma>. Las oliganucleótidos (tabla

III) frieron simaetízados por Geríetic Desmgn Texas>
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NOMBRE 5’ SECUENCIA 3’ POSICION GEN

3RU CGCGAAGCTTGGGCCTGAGAATCCATAC 2278-2297 RT

2ORD 7CAGTCCAGTCGTCTTTTTTCTGGC 2890-2867 RT

MAV3 1 GCTAAAACCATAATAGTACAGCTG 6642-6665 ENV

MAV3 2 ATGAATTCTGGGTGCCCTCCTGAGGA 6913-6893 ENV

7EU CGCTGCAGGGACAATTGGAGAAGTGAATTA 7229-7250 ENV

43ED GCCACTAGTGATGATCCCTGCCTAACTCTA 79197941 ENV

TABLA III Secuencia de oiigonucleótidos empleados.

.i’i;iíi f’i,ímii,’i y ¡¡lis 198Cm

2.8< SOLUCIONES

Solución salVia tamipanada von fosfatos (PBSI: CINa 1 37í’nM, CLK 2,7mM,

Na HPO 3 1 mM KH ~ pH 7,4 (Dulbecco y Vagt. 1954>.

Fenol equilibrada can TNE: fenol destilado: cloroformo: alcohol isoamílico

(25 24 1 v¡vl con 1 irg¡’ml de hidraxiquinaleina (Merck>.

- TAE. Tris-base 9OinM: ácido bórico 89írM; EDTA 1 OmM

TSE Tris base 9OinM; ácido bórica SSmM; EDTA lOmM.

TNE Tris HCI SOrtiM a pH 7,5; NaCí lOOmM; EDTA 10 raM.

TE TrisHCI lOínM pH7,5; EDTA lmM, (10:1); Tris-HCI lmM pH7,5; EDTA

1 írM, (1:11; Trís-HCI 1 OirM pHiS; EDTA 0,1 mM, (1:0,1>.

Solución de cloruro de Guanídina para extracción de RNA:

GuCIH 7.SM a pH 7.0; ar;etato potásico 2OínM; ECTA 4mM; y DTT a una

vcntcerrtr¿ír;ióíí final de 0,14 itig¡nrl
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- Solución de extracción de RNA (XB>: Tris 5OmM a pH 9,0; CINa lOOmM;

EDTA lOmM; 0,5% SDS.

SSC: CINa 1 5OrrM: citrato sódica 1 SmM.

Soluvmúi4 de azul de Coarnassie: Azul de Coomassie al O,50/o

ácido aÉ;etír.:o: agua 16:1:7>.

Soluc~ón de colorantes de dideoxi: Formamida desionizada

bromafenol 0,2 3/’. xilenocianoí 0,2%, EDTA 1 OmM.

2.9< OTROS PRODUCTOS Y REACTIVOS

en metanol:

98%, azul

Corp.> y Poly-L-Agarosa para el plaqueo (Sea-píaque Agarose, Marine Calloid

Lisina <PLL, Sigma), rajo neutro (Merck) y azul tripano (Flow>.

lnterleCLquina (IL-2, Amersharr), y Fitobemaglutinina (PHA-P, Ducal.

Lirrpbapierm fNycained Pbarmal.

Las sales mimargáiimcas, ácidas. bases y disolventes orgánicos fueron de Merck,

Probos y Sigirma -

Los detergentes. NP-40 (BOHI y Tween-20 (Bía-Rad>.

Dítiotreital (DTT> y seroalbumína bovina (ESA) de Sigma.

Poly A y oligopd(t) 1218 y Sephadex G 25 lPharmacía>.

Para mimiiir;mroelectiotransferenc;ia se utilizó irerebrana de Iramobilon (Millipare>.

Los sueros utilizados fueron una níezcía de sueros humanos positivos a VIH-1

(Servicio de Diagnóstico y Referencia del CNBCR> y anticuerpo de cabra anti IgG

humana conjugado con peroxidasa de rabana picante (Bio-Radí.

Para ensayos de inínunofhuorescencia se emplearon además de los sueros

humanos positivas para V)H 1 antir;ríerpos inonoclonales antí pl 7 de VIH-1 y anti-
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pl 9 de HTLV-I (C)reínicon>. Anti-Ig-G humana y anti-lg-G de ratón marcado con

fhuoresceina (Bebríngí.

líimnunoensayo enziloatíco para la detección de los antígenos del VIH-1 de

Abbatt

2.10.- MICROSCOPIOS

FAic;rosr;íópio óptica de epifhuorescencia y microscopio óptico invertido (Nikon>.



3.- METODOS
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3.1.- CULTIVO CELULARES

3.1.1< SURCULTIVOS CELULARES

Las líneas r;elrílares se crecieron en media completo a 370C en atmósfera de

CO al 5% y ¡Jan 95% de hurredad. Fueron mantenidas en suspensión a una

concentración entre 0,5x1 0> y lxi 0> células/mI, cambiando el medio cada 2-3 días

para continuar sri cultiva y cOri una viabilidad entre el 90 y el 98 ?/o , determinada por

tínción con azul trmíiarío.

La conservación de las líneas celulares se biza por congelación en nitrógeno

ILquida. crí inedia coirípleta SCiplemenlada con 20% de SBF y 10% de DM80 como

agente criocoirgeladar. Se congelaran a una concentración de 5x 1 ~ú células/ml.

3.1.2.- CRECIMIENTO Y CLONAJE DE VIRUS

3.1.2.1. Co-cultivo de_linfocitos desangreJ~eriférica

Linfocitos de sangre periférica (PBL> del paciente 61/39 se ca-cultivaron con

PBL de uit individuo seranegativo para VIH-1 . previamente estimulados con 2,5 pg/ml

de PHA P drLí ante 3 días, antes de la infección. El ca-cultiva se mantuvo en media

coiimpluno sopleiiieiír=idocori 5 u’ínl de IL-2, basta la aparición del ECP, y detección

de antígeno p24 solríble cii sabrenadante paí ELISA de captura antígeno.



40

3.1.2.2< Producción del mácula virai inicial

Se infectaron lxi 0 células MT-4 con el virus correspondiente a una

inCiltiplicidad de infección (in.d.i) de 0,1, en un volumen de 5 rl de medio completo.

Se ir)cCJbarari a 37”C hasta la aparición del ECP Cuando se observaba que un 75%

de las células presentaban ECP se añadían directamente sobre un cultiva de 30x1 ~6

de c~lCJlas MT-4 sin infectar en un volumen de 30 ml. Se mantenian nuevamente

hasta la aparición del ECP, cuando el 75% de las células presentaban un ECP (3+>,

según el siguiente criterio lRic:hman. 1990>;

1 Presentar de 25 smncíntías <células multiirucleadas guigantes, globosas>

par campo nbservadcL

2: Presentar de 510 sincitios por campo.

- 3. Uit 75% de las células observadas presenta sincitios o muerte celular.

Las células infectadas se recogían por centrifugación a 1 200 rpm durante 10

miii separando par un lado el sobrenadante y por otra el sedimento, El sobrenadante

se repartía cii alit:uatas de 1 ml y se conservaba a 70”C El sedimento, una vez

lavado m:orm PRS uamnbíém4 se guardaba a -70’>C, basta la extracción oe RNA y de DNA.

3.1 .2.3.- Infección viral en líneas celulares

Los cultivos ceírílares se infectaron, tras retirar el medía de mantenimiento de

las r:élr;las, cori el volumen de virus adecuado La absorción se realizó en el mínima

volCirtierí, durante 1 b a 37”C Tras el período de absorción se añadia medio completo,

dejando las células a una concentración de lxi O> células/rol. Las células se incubaron

a 37>C en atrrósfera al 5% de CO, hasta la aparición del ECP característico.
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3.1.2.4< Plaqueo.

El plaqríeo se realizó en células MT-4, basícamente según el protocolo de

Harada y colaboradores (1935>, en placas p35 tratadas con Pali-L-Lisina (PLL> a 50

pg,íirl, drírairle 60 irrmn a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo se lavaron

tres veces cori RES para retirar la PLL. A continuación se añadieron células MT-4,

3x 10’ células por porrillo, lavadas previamente das veces con PBS y resuspendidas

en 1,5 inI de PRS. Se incubaron durante 45 mm a temperatura ambiente. Una vez las

células torírabair la ironacapa se retiró el PES y se añadió 300 pl del inoculo viral,

preparado cii merlín completo, previamente a 370C en atirósfera de CO> al 5% - La

absorción del viirís se realizó riurante 60 mm a 37”C. Después de la absorción, se

retirá el inácrilo viral y se añadió 2 ml de it-medio completo con agarosa (Sea-Plaque

Agarose, Marine Colloid Corp) al 0,7%. Urra vez adicionada la capa de agarosa se

pusieron a WC durante 3 mm. hasta su solidificación. A continuación, las placas se

mocCibaran a 37”C en atmósfera al 581 de CO> durante 3 días. Transcurrido este

tierrípo su añadió rina segunda capa de agarosa. A los 7 días post-infección las placas

se visualizaror m a simple vista

3.1.3.- VALORACION DE LA INFECCION

3.1.3.1.- Titulacgon.

Por ííímmrlacles brumadoras de placa J.LLIpI en células MT—4, siguiendo el

protocolo (le pJ¿iC)imeo dascrilo en el apartado 3.12.4.

Par dosis mírtectivas 500/o <Dl, ~>,detectando el ECP producido en células MT-
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2. Se preparaban diluciones del virus hasta lO~ en media completo. En placas de 96

pocillos se sembraron células MT-2, a 2x 1 Q células/pocillo en 1 80 pI de media, a las

que se le añadía 20 pl de la dilución viral correspondiente. Como control se

sembraban 8 pocillos sin inlectar, se añadió 300 pI de medio completo. La placa se

incubaran a 37”C en estCifa de CO, durante 7 días. Después de este tiempo se

observó si las pocillos tenían ECP - La DL0 se calculó según el método de Reed-

Mrreircb (Reed y Mciei;cb. , 1 9381.

3.1.3.2< Detección de antígeno soluble

La detección de antígeno p24 en los sobrenadantes de los cultivos se realizó

por un ELISA de captura de antígeno siguiendo las indicaciones del proveedor

(Abbottl Consiste en un ínírunoensayo enziínático de fase sólida que permite la

detección de ¿riítigenos de VIH-1 . Los virus presentes en la nuestra a analizar fueron

inactivados cori Tritón Xl 00. A continuación se adícionó CLnas esteras de poliestireno

recCjbiertas de aiitic nerpos humanas anti-VIH- 1 , que se incubaron con las muestras

problema. Les ant igeiros de VI H- 1 presentes en la nuestra se unen a dichos

anticuerpos. Después se añade un anticuerpo antiVI H- 1 de coneja que se une con

el antígeno de VIH 1 y Ciega un anticuerpo de cabra contra lgG de coneja, conjugado

con peroxidasa. A í.:aímtírmuacíon se añade un srístrato específico (0-fenilendiamina>

qrm contiene peróxido de hidrógeno. La lectura de la actividad enzimática se realizo

mediante espectrofotometría y la determinación de la reactívidad o no de la muestra

depende de la comparación de SC] densidad óptica can la que presentan las controles

positivos y negativos untrodricidos en el ensayo La sensibilidad del test para detectar

antígeno p2
4 <Ji: i.Lii lísade vital es de .50:020 pg/íril.
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3.1.3.3.- Inmunofluorescencia indirecta

Célrílas infectadas y no infectadas, lavadas previamente can PBS, fueron

resuspendrdas crí PBS y añadidas a un porta de inmunoflurescencia a razon de lxi O~

céíulas/pocmlio. Después desecar, se fijaron can una mezcla de metanoí:acetona (1:1)

a 20”C ihirarilí- i míííri. Posteriormente, el inmunoensayo se realizó añadiendo sobre

cada pocillo rííi sLier o, mezcla de sueros humanos positivos a VI H- 1 , a distintas

diluciones, o bien en otros casos con un anticuerpo monoclonal determinada,

incubandose sicíepre a 37’>C durante 30 rin. en cámara húmeda. A continuación se

lavó cada porta tres veces con PES. Una vez retirado el suero o el anticuerpo, se

inr:ribó r:oir ai)tLinnrCLnoglabulina humana (antí qQ> inarcado con fhuoresceina (a una

dilCíción 1/20> c:riando se Citilizó el suero humana y anti-lgG de ratón marcado

taínbién r;orr lhuoresceina fa una dilución 1/60). en el caso de los anticuerpos

monocloirales. Nuevarrente las portas se lavaron tres veces can PBS y finalmente una

vez con aqtLa destilada La visualización se realizó par microscopio óptico de

e pi f Ir; o r e su 1 e: ir c:

3.13.4< Detección de actividad transoriptasa inversa

La deuecr:ión de la actividad del enzima transcriptasa inversa (RT> se realizó
seg el protocola descrita par Willey y colaboradores (1933>. La valoración se

un

realizo a par tu ríe 10 ¡¡1 de sobrenadante de cultivos infectados, mezcladas en una

placa de 96 pocillos con 50 ¡tI de una mezcla de reacción que contenía: 10 pCi/ml de

a TTP P , 5 pgm’nJ de Poly-A, 0,03 u de absorbancia a 260 oir/mI de oíigo-dT, Tris

1 M pH 7 8, CIIK 3M~ DTT 0,1M, CIMg 0,1 SM. NP40 al 2%. Se incubó durante 90
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inín. a 3~’ C. Después, Spl de la mezcla fueran transferidos a un papel de filtro DE81

Una vez seco ,s e lavó 4 ver:es con 2xSSC y 2 veces con etanol al 950/o. Los filtros

se secaron a teimíperarríra ambiente y se expusieron para autorradiografia a -700C de

4-6 b. Posteriormente se recortaran los filtros y la radioactividad se cuantificó en un

cantador beta c:aim líqriido de centelleo.

3.1.4< CARACTERIZACION SIOLOGICA

Las rl mt í’i <‘irtE’ 5 virus se caracterizar oír por so capacidad de replicar distintas

líneas r;elcilares 1

Llimeas m;elrilates prmirrarias: PBLs y inanacito/macrótagos.

Lineas celrílares establecidas.’ HLít-73 y U937-2.

Las PBLs <le donantes seronegativos fueros separados par gradiente de ficolí,

y estiírulados con 2.5 pg/nrl de FHA P, durante 3 días antes de la infección.

Los mrioímacito/macráfagos fueron preparadas según el protocolo descrito por

Valentmrr y colaboradores (1990). Sangre beparinízada de donantes seronegativas,

fueron separados por un gradiente de ticolí y colocadas en un frasco de cultivo de 25

crrv Cii inedia cerírpíeta suplerneirtado con 10% de suero de un individuo

seraitegatívo para VIH-1 y can 20~/o de SBF. Después de 5 días de cultivo a 37<5C, las

r.:élrílas frieron lavadas cori PES para retirar las r:elc;las no adheridas a la superficie de

trasca oc cultivo El cultiva fue mí’íantenído después en inedia can 20% SSE.

Las líneas celCílares ciopleadas para la caracterización biológica fueron

mantenidas cii las mismas condiciones que las MT-4 (apartado 3 1>.

Dr;rante la caracterización de las diferentes virus se valaró la produción de

virrjs das veces por seirana a lo largo de 1 mes (apartado 3.1.3>.
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3.2.- OBTENCION DE ACIDOS NUCLEICOS

32.1.- ORTENCION DE DNA

El DNA de célCilas eíicarioticas lavadas previamente con PBS, se aisíó según

el rrétodo de Purriclia y colaboradores (1931). Las células sedirnentadas fueron

resrispeiídí<las cmi 10 veíriivmenes de solLiciór) Tris 1 OinM PH 7,5; EDTA 1 OmM; CINa

0.1 SM, y pror-onasa 1< a 200 ííg/írl y 0,5% de SDS. Incubándase la mezcla durante

60 mm. a 65>C y después toda la noche a 370C. Se añadió, posteriormente, un

volrimeím de Tris 1 OmM pH 7,5; EDTA 1 OmM; CINa 0,65M, y las muestra se trataron

3 veces can fenol y rina con clarafarmo-alcohoí isoaínílico (24:1). La fase acuosa se

previpíuó coim 2,5 volúírreríes de etanol absoluto a 70”C durante 30 mm. El DNA se

recogió par centrifugación 14.000 rpm. durante 30 mm. a 40C. Se secó y se

resrispeitdio el precipitada en TE. La lectura de la concentración se realizó por 0.0 a

260ítm

3.2.2< ORTENCION DE RNA

Se

con PES

se resrjspe

realizó a partir de un extracto de células infectadas lavadas previamente

par el método del cloruro de gríanidina fwinter y cols., 1985>. Las células

ridieron en cío solución a WC de clorCira de gCianidina 7M (ver apartado



46

2.8>, hasta SCm hoinogenización. Después, se añadió 0,5 volúmenes de etanol al 95%

y se dejó toda la noche a ~20úC. Se centrifugó a 14.000 rpi’n durante 30 mm. a 4nC

y el sedirrento se resuspeirdió en solución XB. A continuación las muestras se

trataron 2 veces coir 1 cual, agitandose fuertemente durante 10 ‘nin. Después, de

extraer la tase acCiosa se realizó una re-extracción de la fase fenólica, añadiendo

solución XR. Toda la fase acuosa obtenida se precipitó con CINa O,3M, y 3

volúmenes de etanol al 95%, a 2000 durante toda la noche. Se centrifugó durante

60 rin. a 14.000 rpm a 4”C y el sedimente se resuspendmó en agua destilada esteril

o 0,1 x dc TE

3.2.3< OBTENCION DE DNA DE PLASMIDOS A GRAN ESCALA <“MAXI-PREP’)

Se siguió el método de purificación del DNA píasmídico por precipitación con

PEG 3000, tras lisis alcalina IManiatis y vals.. 1989>. El sedimento de un cultivo de

250 oíl rjrie Fiabia sido creu:mdo durante toda la rmac:be a 3700. se resuspendió en una

solución guie contenía Tris CIH 2 5mM pH 8,0 ; EDTA 1 Orn M; 1 5% de sacarosa y

lisazim’rra 2 ntq/mríll. La orezcía se incubá durante 20 m’niit. a 4~0. Seguidamente, se

añadió rina solución de SDS al 1 0/o y NaOH 0,2M. El DNA cromásamico y los restos

celCilares se precipitaran por incubación de la mezcla con acetato potásico 3M pH 4,6

drírauite 15 imímír. a 40; el precipitado se elimríínó por r:emrtrifugación a 4.000 rpm. en

un rotor Sorvalí G53 a WC. El sabrenadante se trató con RNasa A 11 mg/mI>, 20 mm.

a 370C. Seguídaíimeírte se realizaran 2 extracianes can fenol y se precipitó can 3

va¡C]cnerres de etanol absalCíta, a -200 de 1-3 h.

El precipitada se resuspendió cii TE Después se añadió CINa 1 ,6M que

contermia 1 3”’í ív’vl <le PEG 3000. El plásírida se recogió por centrifugación a 4.000
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rpm en uit rotar Serval) SSS a 40C/1 5 inmn, eliminando muy bien el sobrenadante. El

precipitado se resrispendió crí TE, y se trató sucesivamente con fenol. Se recogió por

prec 1pta cían ir en el a o (rl y se resuspe nd i ó en TE.

3.3< TECNICA DE DETECCION DE DESAPAREAMIENTOS POR DIGESTION CON

RNasaA

Se utilizó la técnica de detección de mutaciones basada en la capacidad de la

HNasa A pama co,íai los desapareamiemítos pCLittuales en heterohíbridos (RNA:RNA o

DNA:RNAI. Esta técnica de detección de desapareamientos par digestión can la

RNasa A la 11am naremímos técnv;a de “mismnatcbes” . Fue primeramente desarrollada para

la búsqueda de nutaciones puntuales en genes encarióticas: en heterohíbridos

DNA:RNA <Myers y vals., 19851, corno RNA:RNA (Wmnter y vals., 1985>.

En la figura 8 se menestra el esquema de la técnica. Básicamente consiste en

hibridar ruin senda RNA, marcada radiac:tivarnente IP’>>. cari RNA o DNA;

posteriormiioirte las híbridos son digeridos can RNasa A que carta donde existe un

desaparearííiento. Las productos son analizadas pci electrofaresis en gel de

poliacrilarnida en condiciones desnaturalizantes. Las mutaciones puntuales son

detectadas par la presencia de subfragmentos de RNA específicos.

Sc; ¿mplicar;iáii a estudios de varmabilidad y epidemiología molecular en virus se

realizó oír el vírrís de la gripe (Lápez-Galindez y vaIs., 19381, en los cucumovírus

<Owen y Palukaitis 1933), en el virus respiratoria sincitíal humano (Cristina y coís.,

1990; 1991 1, y crí el virus de la inmuitodeficienruia hCírnana (López-Galíndez y cols.,

1991), todas ellos virus con genarna RNA. Esta técnica también se ha aplicado para

detectar mrmritam;iooes dírectairmeirte en DNA o bien DNA amplificada (Myers y cols.,
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1985; Almroguera y vals., 1988; López-Galíndez y cols., 1991), además se ha

utilizado para estudros de variabilidad y epidemiología molecular en virus de genoma

DNA, como virus herpes simplex (Rojas, 1991>.
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3.3.1.- SíNTESIS DE RIBOSONDAS RADIACTIVAS

Las ribasoridas empleadas fueran (ver figura 9>:

- GAG: Se sintetizó par la RNA polimerasa T3 a partir del plásmido pG-1

lmnearizando comí Huid III Ríbasonda de 386 nucíeótidas (o>, localizada entre las

posiciones 1259-1645 (nurtíeración según Ratoer y cale., 1935>.

- RT-5 Se simitelizó par la RNA palimerasa T7 a partir del plásmido pH -

delección de Eco PV, linearizamido con Ra> 1. Ribasonda de 360 it, localizada entre las

posiciones 22022562.

- RT3’: Se. sinterizó par la RNA polimeerasa T7 a partir del plásmido pPSP,

lmnearizarrda r:r’rt Ec:a PV. Ribasonda de 325 o, localizada entre las posiciones 2559--

2384.

- VIF-VPR: Se sintetizó por la RNA palímerasa 5p6 a partir del plásmido pS6,

linearizando von Nde 1. Ribosanda de 668 n, localizada entre las posiciones 4704-

537 2.

- ENV Sc smntemizó por la RNA polímerasa Sp6 a partir del plásmido pEH,

lirrearizando r:amí la endonucleasa Bgr II. Ribasonda de 524 o, localizada entre las

posiciones 7199-7723.

3.3.1.1< Preparación_depiásnildos

Los dísírrítos tíaqmvemitas de DNA correspondientes a diferentes genes del virus

habrarí sido donadas previamente en plásinidos del tipo pSP64 y pBSK (López’-

Galindez y vals., 1 991>. Estos plásmidos se transcribieran a RNA por medio de

secuencia.s promotoras para las RNA polirnerasas de las bacteriofagos T7, T3 o Sp6.
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en extremos opuestas y una región con múltiples sitios para diferentes enzimas de

restricción que corran ;ína única vez en el vector (figuras 6 y 7>. Con el fin de obtener

transcritos de longitud única, los plásmidos fueron previamente linearizados con

enzimas de restricción adecuados, en las condiciones recomendadas por el

suininistradar. Noriralirente se digerieron 1-5 pg de DNA en 50-100 pl de volumen

final de reacciórí y se címarítí ficaron por electroforesis en gel de agarosa al 1% en TEA

y se vis r mal izó í >Or ti rící ómí con una sal r íci ón de brornomo de etiiJ o 1 0 pg/¡nl, y

traiismlc;iomrma<:momm rlOmí Ir;>’ UY’.

3.3.1.2.- Transcr¡pcion__iri viflo

Se sintetizaran sondas de RNA, ribosondas, por

rítilizanda r;oiitnr irmolde las plásmidos descritas y usando las

las ceodívioiíres gLL* índica el proveedor. Se utilizó oua conc

rATP, rTTP, y rGTP y 50 pCi de u-CTP-P’ (400 Cora

incubaran dc;raitte 45 irirt a 40’’C can 5p6, a a 370C con 77

añadiendo de rírmevo enzima. La reacción se paró par digesti

u. rie ONasa 1 (libre de RNasas> durante 15 mm a 370C . Las

por eler;lrmútorcsms vn gel de poliacrilamnida al 5% y cirea

raCtestrar) diteremites ríbosandas separadas rior electro

políacrílamnída r;rea, c;orno control de su síntesis y para su

transcripción ‘in viflo’,

reactivas de Promega en

emítración de 500pM de

mal>. La reacciones se

o T3, y una segunda vez

ón del DNA molde con 1

ribasandas se purificaron

VM. En la figura 10 se

foresís en un gel de

posterior elución de la

banda correspondiente en acetato amortica 2M y 0,1 % de 505 <1 Oh/370C). Una vez

duda la sonda. se previpító can etanol después de añadir 30 pg de tRNA de levadura.

Al final, se resríspendió cmi lOOpI de solución de hibridación (850/o de formamida;

CINa O 4M, ELIA 1 mM; Pipas 4OmM a pH 6,7> y se almoacená a -700C.
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3.3.2.- HIBRIDACION

Apraxmiradarrtenle 1 pg de cada vuestra de RNA celular total de células

infectadas veo las distintas cepas, se hibridó con 2,5-5x1 O~ apra de la

correspondiente ribosonda (ver 3.3.1.2>. La solución de hibridación consistía en: 85%

de forírtamida; CINa 0,4M; EDTA 1 mM; Pipes 4OmM a pH 6,7. (Winter, y cols.,

1935; López Galundez, y cals., 1983>.

L~i hibridación se realizó en un voluiren final de 30 pl, en presencia de 30 pg

de tRNA dc Levadura, a 55’~C;4h iLápez-Gaííndez y cals., 19911, después de

desríatC;ralízar a 95’’C dcmramíte 3 ruin.

3.3.3< TRATAMIENTO CON RNasa A

La dígestíair con la HNasa A se realizó en condiciones de digestión parcial a

30”C dCíramrte 30 ruin. con 40 pg/ml de RNasa A (type III, Pharmacia>; en 300 pi de

un tampón grie c.ontenía Tris 1 OmoM, pH 7,5; EDTA SmM; y NaCí 300mM (Winter y

vals., 1985>.

La reacción se pará añadiendo 20 pI de SDS 1 OOo y lO.uI de proteinasa K (10

mg/reí> e incubáirdose a 37’ 015 rin. Las muCíestras se desproteinizaron con fenol,

después de ammnílír ‘JO pg de tR NA de levadura. Se precipitaron can 2.5 vohumenes de

etanol y posterioririei)te se rescispendieron cmi solución de electrofaresis (97% de

farrean-mida; Ql ‘it de SDS: Tris 1 OrrM pH 7,0; 0,01 03/ de azul de bromnofenol y de

xileno cíanal>

Fímtalraemmue se analizaron los fragmentos obtenidas par electroforesis,

prírneramítente emí geles arralílícas de poliacrilantida al 3% en condiciones
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desnaturalízantes can urea 7M, en TBE (geles de 20cm-o de largo y 1,5 de espesor>,

a 250V¡2h Tras el resultado de este primer gel, se utilizaban geles de secuencia de

poliacrilamnida al 6% y urea VM; en TBE (geles de 0,3 mm de espesor y 50 cm de

largo), a 1300V rlrirante 3b Di amabas casos estos geles eran expuestos a -700C,

durante 1 2 días

3.4< MARCAJE DEL DNA D~9~174

El DNA del lago lix í ~ digerido con el enzima de restricción Haelíl, se utilizó

vaina mrarvadoi de tamaños itmolecCilares. Para ello se inarcó el extremo 3’. con dGTP-

P’> Citilizando el fragmento Klenow de la DNA palirtierasa 1 de E. Golf En la mezcla de

reacción se puso 5 ¡¡g de DNA de liX 174 cortado can Haellí, con 100pM de dNTP

(dATE dCTP y dTTP>, 10
1,Cm de a~dGTP’P1í> toda elle en Trms-CIH 0,5M a pH 7,5;

Cl Mg 01 M, DTT lOirM; y RSA 0,5 rngml. Se aúadió el enzimna (lo) y se incubó

dCirante SO Limimí. a teimíperahura amímbiente y se precipite 2 veces en presencia de 10

ng/inI de tRNA, acetato amnórtico 0, 3M y 3 volúmenes de etanol al 95%, siguiendo

el prec:<rdmntieimto habitual. El sedimento se resuspendió en agua destilada esteril o en

0,1 <lE

3.5< SECUENCIACION

La secrtemtcmacíon se realizó a partir del DNA a del RNA obtenido de células

infectadas (ver 3.2.1 y 3.2.2>.
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3.5.1.- SECUEI\JCIACION A PARTIR DEL DNA

La secC;enciacmórt se realizó por secuenciación ciclíca según Ruano y

colaboradores l 19911.

3.5.1.1.- Reacción de amn¡~frficación de DNA <PCR

)

Cada reavvíúít contenía, en un voluiren de SOpí, lpg de DNA, lo por reacción

de Taq DNA polimimerasa. 1 25pM de u:ada Cina de las deaxinucleótidos trifosfato,

C,2Spg mio cada rina de los das oligaituclcótidos iniciadores, en solución POR que

caríteiría CIK BOrmmM, Tris 1 QírM a pH 3,3, y CIMg 1 SiaM.

El perlil de ciclos eme pIcadas para las amplificaciones fue: un primer ciclo de

desnaturalización Jurante 5 mrrin. a 940Q, seguida de 30 ciclas consistentes en

desnaturalización 94”C duuante 20 sec., hibridación durante 1 mm. a 6000 y

polimnerizacin a 72’C dCiraiíte 1 mm. y finalmente un ciclo de polimerización de 10

mm. a 72’C La urrrplificaciámm fCíe realizada cmi el Tberrrocycler Perkin-Elmer-Cetus.

El resriltado se analizó par electro)aresis en geles de acrílairida al 5% en TBE lx.

3.5.1 .2.- Reacción de secuenciación nor PCR

Lii Seihuviicmdi,iOri se realizó par una PCR asimétrica, empleandose el DNA

amplificada, según el apartado 3.5.1 .1 Se realizan 4 reacciones paralelas, cuya

mezcla de reacción contenía solución de PCR de secuencíación (01K 5OmM, Tris

lOrnM a pH 3,3 y Cl Mg 2,5mM>, 1 2,5pM de las desaxinucleótidos trifosfato, un

único eliqaruucleótido por reacción, del qr¡e se pone 0,5 ¡ig, 1 OpCi de a-dCTP-P”>, 2
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u. par reaccion de Taq DNA polimerasa y 1 pl del DNA <amplificado anteriormente>

vaina incIde. De esta irezcía de reacción se tomaron 7,5 pí junto con 7,5 pl de cada

una de las dídeaxinuclcótidos trífosfato <ddNTP>: ddG (1 6OpM>, ddA (500pM>, ddT

(500pM) y ddC (800pM>.

Los vinilos empleadas para la secuenciacian fueran 35, iguales a los empleadas

para aimnplmtmcavióim el DNA. Dependiendo de las zonas a secCienciar y de los

oligoitCiC:leótmCJos se adaptaran las temperatUras de hidridacián.

Después se añadió a cada muestra 1 5 pI de solución de electroforesis <ver

3.3.3) y se analizó par elecurafaresis en un gel de secuenciación al 6% de acrilamida

y Urea 7 M.

3.5.2< SECUENCIACION A PARTIR DEL RNA

3.5.2.1< Síntesis de la primera banda del cDNA

La síntesis de cONA a partir de RNA vímal se realizó en varias fases:

1. Viarmscripr:ióir arr reverso para obtener el cONA a partir del RNA.

Hmbridacioí-í del oligoi’íovleotido complementario al RNA. Se utilizó 200ng de un

aligomtur:leótmdo correspondiente junto a 200ng del RNA de células infectadas, se

calentó a 90’9C”2 mio y a continuación se puso a 450C/45 mm y se paso

inrnediataimterrte a limelo.

La reacr:iáin de transcripción del cDNA a partir del RNA se llevó a cabo en una

solr;vmón que i:aimteiría Tris 1 OmM pH 8.3. CII{ 5OmoM, CVMg 1. SmM, 0,01% de

gelarimia. DTT Ql M. Rkasina lo y 0,4rnM de varia uno de las trifosfatos dATP,

dGTP, dCTP y d’ITP, además de 25 Ci. de AMV-RT por reacción, Se incubó a 420C/30
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rin, a coimtínnaciári a 950C <Jurante 1 rin. y se puso en hielo.

2< Similesis de la segunda banda del cDNA.

Adición del segunda oligonucícótido, a la concentración adecuada para que las

das oligonucleóuidos empleadas se encuentren a igual concentración final y 2,Su. Taq

poliraerasa. Se realizaran 30 ciclos de: 930C, 1 mm., 3705, 1 mm., 7205, 5 mm.

Los productas obtenidos son analizados gel de ag-arosa al 1,S0/o em TAE lx.

3. Pr;miiir;¿mcmón del DNA amplificado por PCR

La pCiritio:avio<i del DNA se realizó ;?n geles de agarasa Nu-Sueve STO 3% en

TSE lx. La banda se visualizó por tímrción can bromuro de etídia y se cortó. Después

la banda fue electroelrmida y precipitada cmi presencia de NaCí 0,1 M y 2,5 vohumenes

de etanol absoluta, en las condiciones habituales y se resuspendió en TE a una

canc:entracíóii <¡e 0,1 ¡¡q ¡pl.

3.5.2.2< Secuenciación del dsDNA lineal PCRLgon oIj~onucleótidos 5’-v-P32-ATP

marcado

.

1 Marcaje terminal en el extrema 5 ‘de oímgonucleótidos.

Se riMar O mm :;aimlmdades equimolecrílares de aligonucíeótido y y-ATP-P>. Se

empleo la polimrncleaí ido grimnasa del lago 74, La reacción se llevó a cabo en una

sal rt cian guie comí te ría 6,66piral del aligo envíe ót ida a usar, 20 pCi, de y—ATP-P’2

<3000 Ci¡íníroll, 10Cm. de polinucíeótido guinasa en tampón para qumnasa (Tris 0,5M

pH 3, MgCI 0,1 M. DTT bOinMí, Se incubó a 37Li5/3Q mm. y a continuación se puso

en hielo. Sc pr;r íf mí:ó por coluirna de Sephadex 5-25 en TE. Se recogió el volumen

exclr;mda. se previ~iitú can 1 Orng/ml de tRNA, acetato amónico 0, 3M y 3 volúmenes

de etanol al 95%, sigrimendo el pracedín’rmento habitual. Se resupendió en 6,6pl de
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agua destilada esmeril o en LE y se cLiantiticaromt las cpm.

2< Reacción de secuenciación.

Se prísieron a hibridar entre 20-1 OOng de DNA rolde purificado con 1 -2pmaí

de oíigonucleótmdo iniciador en una solución que contenía: Trís-CIH 4OmM pH 7,5,

MgCI, 1 OmM, NaCí 50írM. Se calentó a 970C/3 mio y se metió en hielo. A

continuación se i epartió en cada una de los tubas correspondientes (G ,A,T,C> que

conueníar 2 ~l de la mr mezcla correspom-dien¶e:

MEZCLAS DE REACCION

G A C -r

dGTP (1 raM) Sp) Sp) apI Spl
dATP (1pM Spl 3M 3M 8111
dCTP (1 ruMí SM Sp) 8p1 SpI
dTTP (1 ruMí apI 8pl 8pí 8pI

ddGTP 1100pM> Sp>
ddATP 1100pM) 8p1
ddCTP í100¡íMí 3¡¡l
ddTTP l100¡íMi Sp)

HO 6Opl 6CM 6Opl 6OM

Añadir 2
1,i de. mezcla de palimnerasa (DTT 0,1 M y 1 2u de DNA polimerasa T7>.

La rear;í:moím sc-’ ir,cribo 8 mrmiív37’’C y la rear;c:iómm se paró por adición de <pl de

colorantes dídeoxí.
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Las secuencias de la zona VS, presentadas en este trabajo, fueron realizadas

por el Dr. MA. Martínez, del Centro de Biología Molecular.

3.6< ESTUDIO DE PROTEíNAS

Para el amialísís de proteínas se partió de extractos de células infectadas con

los distintas virus y lavadas can PBS. Se añadió una solución que contenía SDS al

2%; glícumal al 1 Li~~; y TrmsCIH 0,08M a pH 6,3. Tras incubación durante 10 mm a

temperatura am rmhíeimte. las muestras se gCiardarón a - 20úC. La concentración de

proteínas se deteririnó por el método de Lowry lLowry y vals., 1951).

Las proteínas de las extractas se separaran electroforeticarrente por PAGE-

SDS, 5% gel canventrador y 10% gel separador, par el procedirriento de Studier

(1972), tram)slirmundose a papel de lirinobilen IMillipore> Para ello, el gel de

políacrilaiimiriií se erínilibró durante 30 memo a temperatura amebiente en tampón de

tramtsierei iil:ia mglic; ma 19 2mrmM. Tris 25ínM a pH 3,3, 0.1 % de SDSI. El soporte de

nitrocelrilasa se iiii:Cibó 5 non, en metanal y a continuación 20 rin. en tampón de

translerencia. La transferencia se realizó a 250 mA durante toda la noche a 40C.

Una vez el gel transferido al papel de nitrocelulosa, se procedió a realizar el

ensayo iimmiiumLeemizm;riamrca sobre dicho papel. Las sitios de unión inespecíficos se

bloquearon 4 b a mcmii peral ura ambiente con PRS y 10% de leche desnatada en polvo.

A caotirtuaciórm se lavó el Ultra cari Tween-20 0,05% (y/y> en PBS (PBS-Tw>, y se

añadió CíO sríera huirana positiva para VIH- 1. (dilución de 1/100), incubandase 2 h

a temo peratríra aiflbiE,itte. Retiradas Iris sabrenadantes y lavados las filtros con PBS—

T w , se miii Libar Oit ci Cira mu e 60 mii o a t oír pera t ura aro bi cnt e en agitación orbital con

ammtic;rierpos cíe m:abr¿i iiííti ¡gO huirana IdmíCLida 1/3000) conjugadas can peroxídasa
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de rabana picante. El filtro se lavó can PBS’Tw y se incubó con solución de sustrata,

que contiene peróxido de hidrógeno como sustrata especifico y 3,3’ diaminobenzidina

cairo cromttáqeímo. líasta la visualización de las bandas, parándose la reacción con

lavanda cari agría.

3.7.- NOMENCLATURA

Las poblaciones virales se designaran con una letra correspondiente a cada

clon inicial en i)tayCisc:Cilas, segr;ído par el itúrríero del pase en cultivo y el logaritmo

de la ni; 4 ti pl mr: md ~uJde u ) tecc i ám cmii plea da, todo esto r;amr o subíndice, por ejemplo

F,. itas imídíca la población resultante después de 15 pases de la población E0 a una

ír.d.m de 10 Cil piral Iver esgríema, figura 14>.

Toda la numeración tanto de nucícótidos cairo de amninoácidos emrpleada en

el texto es según Rarirer y r:elabaratiores 11935>.

3.8< CALCULOS ESTADíSTICOS

En el amtalísís de datos obtenidas en este trabaje se han utilizada distintos

matados estadístmcosl

La ívoíopaí¿rr;máe de los resciltadas obtenidas se realizó irediante un análisis de

la varíairza (ANOVA> simple y posteriarírente se comprobaron los grupos por medio

de una iStudení. Las valores de Pse calcularon según el rest de probabilidad directa

de Fisher (Sokal y RoltIl, 1969).



4.- RESULTADOS
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4.1. ORTENCION DEL 561

L;mtfacitos de sangre periférica del paciente 61/39, positivos en aislamiento

(ver apartado 2.1>, se ca-cultivaran con linfocitos de un individuo sano. A los tres

días se valoró la infección, detectándose antígeno p24 soluble en el sobrenadante de

cultiva por ELISA de captura (2354 ng/mIl y ECP + 3, visible al raicroscopio óptico.

En este ioarrerruo se recogía, el sedimento de células y el sabrenadante.

Con el smrbrerradartte 61/89 obtenido del ca cultivo, se infectaron células MT-4

(ver 2.1.2.21. obreiriéridase la semilla, denominada 561, utilizada cama material

original crí es te estudio. A las 3 días post-infección presentaba un ECP 3 + , en el

75% de la célrílas (Richman, 1990; ver apartada 3.1.2.2., fígCmra 11>, 2.1 xl ~O pg/ml

de ¿mirtígeiro p24 soluble ami sobrenadante y título de CíO 1 ,3x1 0 olp/ml.

4.2. ORTENCION DE CLONES BIOLOGICOS

4.2.1< DESARROLLO DE LA, TECNICA DE PLAQUEO PARA VIH-1

Fmi este trabajo lo primera que se realizó toe la puesta a punto de un ensayo

de plaqr;eo para el VIH- 1, adaptando el protocolo empleada par el grupo de Harada

(Harada y vals., 1 9351 con ciertas modificaciones <ver figCmra 1 2).

Se valoraran las siguientes parámetros:

1 J Comtcemttrac:ióit de PLL.

2m Número de v~lCilas MT-4 necesarias para formar la monacapa.

3í Preííarum:ióím del ímíóí:nle víral.

4> Ahsoícióír del irtócrílo víral.
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ENSAYO DE PLAQUEO

4

II PLL (SOpg/ml en H20>

60 mm / Temperatura amb¡ente
3 lavados con PBS pH 7.4

Células MT-4
<3x10

6 /1.5 ml PES)

45 irin / Temperatura ambiente
Se retíra el RES

7/ 300 pl de mácula vital

60 mm i 370C (Absorción)
retirar el mnóculo

2 ‘nl de media con agarosa
al 07Yo

Solidificación a 40C
3 días a 37”C / 5% de CO

20 capa de agarasa

y

Recuenta de placas

Aislamiento de placas

e—

FIGURA 12< Protocolo del ensayo de plaqueo del VIH-1 en células MT-4.
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Sí Soporte salido

6> Visualizacian.

Las primeras expermirentas se centraran en determinar la concentración más

adecuada de PLL para favorecer la adherencia de las células a la placa de cultivo. Se

valoraron concentraciones desde SOpg/irí hasta 200pg/raI, no encontrando

diferencias entre, ellas. Se consideró más adecuada la de SOpg/rní, ya que al ser más

baja sería renos tóxica para las célulal.. El siguiente parámetro que se valoró fue el

rtCmmera de rú~lCLla5 MT-4 necesarias para formar la monacapa en una placa p3S. El

numero optmnia Irme 3x1 O MT-4 por p35. después de haber valorado desde lxi 0~

hasta 6x 10’ MT 4 tiar placa -

Una vez formada la etanocapa se procedió a la infección de la irisma, 300pl

fue el mii miura volr;iimemt de inócrilo vital necesaria para cubrir totalmente la superficie

de la mitonocapa. Una de los parámetros qCie emicarítrarros irás críticos, en todos los

ensayos tCLe el pH del miroccila vital; mun-alquier osr;ilar;ióir de este producía efectos

negativos salirme la adherencia de las células a la placa Se decidió preparar el inócula

vital en inedia completo, previamente mantenida a 370C en atmrásfera de CO
4 al 50/o,

para mraittener tío pH de 7.

La absorción del inóc-ulo se realizó durante 60 mime a 37
0C en atmósfera de

CO al 5% A continuación se retirá el mácula vital y se procede a la adición de un

soporte sólido cICle iim’ipide la diseirinación del L!itCJ5 lagarasa al 0,7% en medio

completo, 2 o rl par pocillo). Una vez adicionada la capa de agarasa, se incubó a 40C

durante 3 murío para lavoremeer sri solidificación.

A los 7 días post-infección se visualizaban las placas. Según los protocolos

descritos, se vis-c;almzabair por tínción comí colorantes vitales cerro son el mojo neCjtro

o el tetmazolmr;im m (Mamada y vals., 1935; Nakasfíiría y cals., 1989). Después de realizar
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a S

A

B

FIGURA 13 Plaqueo de VIH-1 en MT-4.

r

A: y Piulas MT 4 síu ‘o lector
E: odiumas MP-4 íniec:iadas cnn VJH- 1 -liJE, donde se pueOeí: apreciar mas piaras
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varios ensayos, se comprobó que las placas podían ser visualizadas a simple vista sin

necesidad de ser teñidas can ningún colorante <figura 13>.

Los primeemos ensayos se llevaran a cabo con sobrenadantes de las cepas de

cia VIH- 1 IIIS fPapovic y cols., 1984> y con el VIH-1 -RE (Starcich y cols.,

y pastermorírente can el aislada español 61/89.

Una vez visualizadas las placas, se pinchaban y se resuspendian

media completo.

Las placas obtenidas se analizaron Dar:

1. Detección de VIH-1 en el sabrenadante de la placa resuspendida mediante

la deterírínaciómt del antígeno p24, par ELISA de captura de antígeno (tabla IV>.

L m ii—líO iii]iyii!lí;ili:í¡l.
1. i ile- íyiiiiiriiii¡s. LiiO /iiiilii.l i)iiiilliiiiiidii$l LLiiFFilil ‘iii uxis;ii]i,i ruiacoís.

C Li 4 i 1!

1 L Lii 1 i i mí24 >Liuiiiii rC¡lili,liiLus miii, [USA cic’ í::ímiiiirl, LIII :íííiigoríu. Se realizaron

en 300 pI de

TABLA IV. Valores de antígeno de p24 soluble de las placas pinchadas.
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2. Capacidad infectíva de las placas. El sobrenadante de resuspender las

placas obtenidas se volvió a plaquear, en distintos ensayos, permitiendonos valorar

el título que presentaba por ufp/mI (tabla V>.

CEPA PLACA ufp/ml

VIH-IIIR A 2,3xlCí’
B 1,6x10<
C 2,4x10
D 1,7x10’
E 1 ,3x10<

61.39 A 4,OxIOí
5 3,0x10~
C 3,OxlO>
O 4,0x104
E lOxiO

TABLA V< Títulos cJe los virus obtenidos de las placas en ufplml.

3. Cinética replicariva de las placas en células MT-4, Se valoró la presencia de

antígeno p24 y el ECP a les 6 y 10 días post-infección (tabla VI>.
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DíAS POST-INFECCION

lO’ DIA

P24t ECP

+

P24* ECP

++ +
R -v +

A
1%

+ -1-
1- +

++ ++

++ +±
++ ++

+ +/t

2

3

TABLA Y’). Cinética de replicación de diferentes placas en células MT-4.

L,ís
1ui~í, íí’, ~íííí íííííííi=i iii is’ iiii’ic iii ííí,íyíísí ¡liii

‘o i 1 4 iíii~ í’í’ ,¡i siiiiroiiuu:íiiii¡ rieL l:riiiiV(i uñir EL.iSA ríe raptora de ‘antigeen.

i 4 i 1 o

niVt~ii.~si inii,riiii’ús ,i 2750 íiniíiii.

Eíí ccc ‘ ~ ii-ti ~—.iiirJ1iiiiiLiuiiiVii ¡ti líiiiímeritií r’ii ci urii iii.>’.) uJVI * mdicrí i:mursicííio ‘cmi eh E~P.

1. Aisi¿ímiiir:iiiii ‘Li i ‘‘1 il(iiF(i(i mí’’ Oipiiri]i:ili eliii:iií. dorormí dc un 1ioi:iii u (Inri pi—amsas.
2. Aísmúiiiieiimií iii i iii iiimci:r:—¡r.

3 ~ ivlm —1 i iiumri,i iií¡m4:ii Vi].

6~ DíA

CEPA

VIH-1 ¡118

PLACA

A

61/89
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42.2.- CLONAJE DEL VIRUS 561

A partir del 561 (ver apartado 4.1>, tras un primer plaqueo, se pincharon, 5

placas (denominadas ARDEr> que fueron nuevamente purificadas por cinco

plac;ríeas caosecr,tivas. El experimento se esquerratiza en la figura 14.

Al final de este proceso, se analizaron das placas de cada placa inicial,

eligiendose placas de tarraño diferente (grandes y pequeñas>.

Este proceso se realizó en paralelo cao la cepa de referencia, VIH-1 -1118, de la

cual se analízarorí 4 placas de cada placa inicial.

Al final del proceso de clonaje en el que se cantaba con poblaciones virales

gerre.tivartmeimme imomríogéiteas se prefiató una semilla, de cada placa final. A estas

placas se los Ciciloirunó clones virales.

4.2.3< CARACTERIZACION Y SELECCION DE LOS CLONES

4.2.3.1 - Caracterización genotípica

4.2.3.1.1< Análisis de los clone~gpr la técnica de_‘mismatches

De las cloimes aisladas directarnente de placa y amplificados una vez en MT-4,

se extma>o el RNA y se caracterizararí 10 clones del 561 y 20 en el caso del VIH-1 -

1113.

Se caracterizaran genéticamente estos clanes en base al patrón de bandas

obtenida par la aplicación de la técnica de “rnismratches” (López-Galíndez y cola.,

1983; 19911



71

Vr

A

(9
4;
-Á 1o-
4;
4;
ci
a.
<fi
W
<fi Jfr 4J
4; it4
ci.

A

o AO

1~
1
1

i-.i

>1->
“Y
‘o.‘-1

mdi 3m

1 1
1 1
1 1

0
4;
o
4;
E
iii
es
Cf)
Lii
z
cm
ca
(9
Lii
u-
z

1 1 ¡
1 1 1

fi3) <~1
1 1
¡1,

1 1
1
1 1

8 6<?> 1

fi
1 ¡

1 1

1 1
1 1

C l5ór C l5Ó3) D !S<’i

o
Li’-

1
1
1
1

—½

/ 0‘o
Li O’

0 5610

Y Y
MJ ifí JiL

1 1 1 1
.1 1 1, 1

1 1 1 1

1 1 1 1
1 1 1 1

E ¼‘3m FíS
1 r~ F lSi•3) 561 l5<.r> 561 S<->

FC/dHA -i ‘o; Esquerua del aislamiento de placa y pases seriados a diferentes

CO-C
+p

24

8 D
• Liee

1

1

ce
0.

B c

BO Co

e y o
E

.4

1

.4)

E

SCUA5L

D

DO

F

F

i’ASC 15 A ‘;- A ;s~

condiciones de infección del aislado 61/89.



72

Se utilizaron las ribosondas de las regiones genómnicas (previamente descritas

en 33.1>; GAG 1336 o>, RT5’ (360 n>, RT-3’ (324 n>, VIF-VPR (668 n> y ENV (524

n>, de la cepa de referencia VIH-1 -IIIB (ver figura 9>. Con las 5 ríbosondas empleadas

se analizararí un total de 2267 nucícótidas, lo que representaba aproximadamente un

25% de toda el genamíta. Las síntesis de las ríbosondas, junto can el resto del ensayo

de detección de desaparcairtientos por digestión con RNasa A, se realizó según la

descrito en irétodos (López-Galíndez y vaIs.. 1991; apartado 3.3).

Se comprobó guíe las das placas procedentes de la reisma placa presentan

patrones idenrícos de bandas cari todas las ribosandas analizados (RT-3’, VIF-VPR y

ENVI Despriós del estudmo de las placas del 561 con estas ribosondas se

selecvíonaroím 5 clones del S61, diferentes entre sí en al venas un patrón de

“irismrmaívlres” cari alguna ribosonda Además se seleccionó un clon con patrón

identico a otro, el clon C que procedía del penúltima plaquea de la serie 8 (ver

esqCieimi¿m del expermimiento, figríra 14>, presentando un patrón de ‘‘mismatahes’’

idéntico al clon E.

Emí las lígríras 15, 16, 17 y 18 se iruestran los resultados de la comparación

de los parrones de bandas que pesermramí los seis clanes elegidos del 561 junto con

el de la semilla lS61), can las 5 diferentes ribosondas (GAG; HT-5’; RT-3’: VIF-VPR

y ENVí.
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FIGURA 15< Análisis genético por la técnica de ‘niismatches en el gen GAG de los 6
clones elegidos en comparación con el SG1.

ile: sepa de remerencia JiumoJoqa
Los oJenes cori nombrados ¡puní q líe en ma figura 14.
M DNA de ~X1 74 digerido 000 Haei!J y ur¡iizado como marcador do mamados (en nucieótdosl.
P. Ribosunda sin dmrmerií
MT4~ conrroi de i.:éiiíias sin infectar

Las puntas de lOcha iiidic,i,í bandas dileronres. respecmo ai patrón dei 561 . esías bandas han servido para ma
semecciórí de iris (1iur~es

Bandas que corresponder’ a iii u raciones específicas dei cion BE-It O. u lii izado para ma síntesis de ma senda y que

OSiá preserime en ci Vimile- L!iFl 1-mimE. Se consideran corno londo dei ensayo
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FIGURA 16< Análisis genético por
clones del 561 elegidos y del 561.

la técnica de ‘mismatches de la zona RT de las 6

Panei A: Experimento con ma zona 6 dei gen RL
Panei E: Experimento con La zona 3 dei gen Rl.
iiiB: cepa de relerencia hoirídiuga.
Los clones son nombrados ¡guam que en La figura 14.
M: DNA de ~xi 74 digerido con Haelmí y utilizado como marcado, de tamaños ten nuoleblidos).
P: Ríbosonda sin digerir.
MT-4: controm de células sin infectar.
Las puntas de hecha indican bandas diferentes, respecto al patrón dei 561. estas bandas han servido para la
seieocion de os clones.

Bandas que coiresponden a mutaciones espec¡ficas dei cion EHí O, utilizado para la síntesis de la sonda y que
está presente en el virus VEH- 1-mimE. Se consideran coino fondo dei ensayo
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FIGURA 1 7.- Análisis genético por la técnica de ‘mismatehes’ de las zona VIF-VPR de los
6 clones elegidos comparándolos con el 561.
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FIGURA 18< Análisis genético por la técnica de “misrnatches’ de los 6 clones elegidos
comparándolos con el S61 en una zona del gen ENV.

lime: cepa de referencia homóloga.
Los clones son ííurnbrad os igual que en la líq ura 14.
M: DNA de ~xi 74 digerido con Haellí y utilizado como marcador de tamaños len nucleótidosl.
E: Si bosunda sin digerir -
MV 4: conírum de células sin intentar.
cus puntas do tienda indinan bandas diferentes, respecto al patrón dei 561. estas bandas han servido para Ja
selección de los clones.
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En la tabla VII se resume los patrones de los diferentes clones, comparándolos

con el del S6 1.

CLONES PATRON DE BANDAS
GAG RT-5’ RT-3’ VIF-VPR ENV

S61 N N N N N

A. N D D N N
1 1+2

C

C

N D N N N

-1 -1; +2

~

D> N N U N

-3

U D N U N
-1 -1;+ 2

D

E. D~ N N N N
-~ -~ ‘o3;1 3

F . U U N U N
+2 -3

TABLA VII. Comparación de! patrón de bandas entre los clones seleccionados y el
56~1.

N.P:i rr¿ííí ‘lul $(i4 -

O: itíiííl’íí

Li: ~i¿ii1(liiS, rí¡s[)OíliiViír]ic¡ilie.

ir liii’?:,
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Se observa que las clones Av,, 8, y C0, presentan similar patrón de bandas en

las zonas GAG. RT-5, VIF-VPR y ENV. El A, se diferencia en la zona RT-3’ de los

otros clanes.

Los clones D , E y E> son idénticos en las zonas: RT-5’, RT-3 y ENV.

El clon D . presenta el trismo patrón en la zona VIF-VPR que los clones A0, B~

y C,.

El clon E presenta el mismo patrón en la zona GAG al A0, B~ y C0.

Tamobiémí se analizaran 20 clones procedentes del VIH- 1 -IIIB con las ribosondas

de las xaímas RT3’. VIF-VPR y ENV, encontrándose de todas las placas analizadas

salarnermtc- <Lii patr o diferemite respecto a la serrilla riel VIH-1 —IIIB en la zona VIF—VPR

(dato fío mostrado> -

Sólo se estudiaron, por pases seriados, los clones procedentes de a semilla

561, paro no las obtenidos de VIH- 1 lIB ya que presentaba idénticos patrones de

misí rieti.; líes’’.

4.2.3.1.2< Secuenciación de las mutaciones observadas por “mismatches

”

Una vez analizada la diversidad genética por redio oe la técnica de

‘inisiral ches” - decidimos caracterizar las nutaciones que diferenciaban las clones.

Entie ellas la li.caliz¿mda en la zoila RT-3’ riel clan A (ver figura 16>. Para ello

secuenciameas la ¡aria localizada entre las posición 2655 y 2794. Se secuenció a

partir del DNA de ctíltivos infectados ameplificada par PCR can los oligonucleótidos

2ORD y 3RU (ver tabla III> y una segunda amplificación asimétrica con el

oligomíucleótído 2OHD, según el protocolo descrito en el apartada 3.5.1. Se secuenció

el S61 r:ermmo representante riel patrón mímayaritario, y el A, (figura 19>.

Al carripamar la ser;rienr:ia del clan A,: c:on el SM se vieran das cambios de
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nucleótidos, inCitaciones responsables del diferente patrón observado por

“irismarches” Las cambias se localizan en la posición 2727, en el que cambia una

A presente en SM acm una O en el A0; yen la posición 2734, en el que cambia una

T por <irma C. Estos das cambias van acompañados de cambio en los respectivos

amrmrraác;dos. en el primer vaso cairbia una Thr par una Ala (amrinoácida 200), y en

el segundo una Ile par una Thr (aminoácido 202). El cambio Thr por Ala se encuentra

también en la cepa VIH-1-MN, el segundo caixíbio Ile por The no se encuentra en

ninguna de las c;epas descrií as lMyers y vals. - 1990).

En la ¿arma secríenciada encontramos das mutaciones en los clones y en el 561

con respecto al EH 10 Icloir procedente del VIH-1 líE>. Cina localizada en el nucleótido

2761 crí cl m~nc cambia una O por una A y la 2769 en el que cambia una O por una

Ten el 561 y cmi el A> Estos cambios producen carrbmo de aminoácido, en el primero

cambia una Arg par una Lys (arrinoácida 211 i y en el segundo Leu por Phe

(antinaáí;mdo 214>. Estas das cambios tairbién se encuentran en el A~. Ambas

cambios se eiii;r;emmtraií i:erca riel sitio catalítico del enzimea (Kohlstaedt y coís., 1992).
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FIGURA 19. Secuencia de nucleótidos (panel A) y de aminoácidos <panel 8) de la
zona RT.
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4.2.3.2. Caracterización fenotípica

La selección de clones para los pases seriados a diferentes condiciones de

infección, se rralizó teniendo en cuenta primero su diferente genotipo, que nos

períritía diferenciarlos (ver 4.2.3.1> y en segundo lugar, el tamaño de placa de donde

procedíarí

Los aislarlas de VIH 1 se diferencian en características fenotípicas: capacidad

de mndCicir smirr:itmas, en 5C1 cinética de replicación y en su trópisma (Asjó y vals.,

1936; Cheirq-Mayer y vals. - 1988; Tersmette y vals., 1988>.

Les clones seleccionadas del 561 se analizaran fenotípicamente según:

Efecto cítopá rico en células MT-4

La í:apai;irlacl para mnrdrir:ír smnvitios es una de las características fenotípicas

más esiudiadas. Esta característica perírite clasificar las aislados de VIH-1 y

correlacionarles con el estada de la enfermedad (Tersmette y vals., 1988>. Los

aislados NSJ sr..~ r;on.smderami característicos dc las virus aislados de individuos en

estado asmíttontátír:o de la enfermedad, Con el progreso de la enfemedad hacia SIDA,

los vírr;s pasamm slEH se NSI a ser SI

En la lmgrmra 20 se observa el ECE tic las diferentes clones junto can el 561 en

células MT-4. Los clones, A,. E.,, 0,, D, y E~,, son SI al igual que el S61, aunque se

pueden apreciar viertas matices en el aspecto del ECP, carao el clon 0<, que produce

síncitías mo¿myormtarmaitreirte dc aspecto grC.irroso.

Sorírrerídwmtemrerríe el c:lomt F r;arece de la capacidad de inducir sincitios en

MT 4, es un ViruS mro sunicítíal (NSJ), se caracteriza par producir lisis celular.

Lii rcsC¡iileii, dentro dc CJrt aislado víral podeiros encontrar clanes con diferente

características tenatípicas.
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FIGURA 20 - ECP observado en el 561 y en los diferentes clones.

1: célumas MT 4
2: MT 4 arítocradras

6: MT4 ¡iitec-iadas
7: MT 4 ira lee mudas

nr sin <ir
cuí’ <¡1 clon A,
111)11 cl clon y,,
ciii: el clon E~,

2: MT-4
4: MT-4
6 MT 4
3~ MV 4

infectadas con el 561
infeciodas con ci cLon 3,,
infectadas con ci cirio O,,
infectadas con el clon F,,

‘“e
VI— . —

a
4 ,.,s>C:;~~ IP¿

1.

3

s.. -,

5

- &

Forogr’oitias a microscopio invertido realizadas a 60 aumentos



83

T a mo a ñ ojtlaca

La capacidad de formar placas en células MT-4 junto can el tamaño de dichas

batí sido utilizadas para clasificar los diferentes aislados de VIH-1 (Cheng-

y vals., 19881.

En la figura 21 se presenta una fotografía que muestra diferentes tamañas de

Se puede observar el panel A placas grandes y en el panel E placas de menor

Emí la tabla VIII se resríme algunas características fenótipicas de los clones

elegidas, ECP y taíttaño de las placas.

—~ SOl A0 C0 D0 E0

ECP SI Sí SI SI Sí SI NSI

TIPO DE PLACA G+P P P P G P O

TABLA VIII - Características fenótipicas.

placas

Mayer

placa.

t a mar a ñ o

iLiLLi,l i’qií :siiieiiiiis

Ci: t’lsuí:¿í sir:ííuult~
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A

FIGURA 2 1 Diferentes tamaño de placas

1

BIr~

A: placas rjraíídes 561
E: placas oeuueriiiO Lcioii B,,l
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- Titula nf ectivo de cada clon

Los clones elegidas fueron tituladas bien en ufp/mI en células MT-4, o bien en

Dl/nt> en células MT-2 (tabla IX>. Corro se puede observar el virus que presenta

mayor rítrílo es el cian O 12,2x10’ ±1,3x10’ ufp/mrl o 2,OxlO’ D150/rnl) y el clon E es

el que presenta tronar título (5,9x1 0 ±1,3x1 C~ pfu/ml o 3,3x1 QO ± 1 ,3x1 O~

DI >:,/m 1>. El valor obtenido en ufp/mrl en MT-4 es siempre mayor al de D150/mlen MT-2.

Al titrílar los distintos virrís se observó que los clones B y C presentaban

disminuida sri capa’.:idad de formar placas. Las placas que se obtenían en algunos de

los ensayas comí estas clanes eran de tamaña ruy pequeño lo que impedía su

recuento y por tanta su titulación en ufp/mI. Parlo cual estos clones fueron titulados

en 01,/mr 1 sol a rente.

- Actividad trartsc tiptasa u versa

-

Lii la tabla X se irriestran las valemos de actividad RT de cada clon junto con

el 561

La a:tivirlad RT es unto de los irétodas más empleadas para cuantificar la

cantidad de vinmís presente en una ‘nuestra. Nosotros hefros observado, que no existe

correlar;mómt directa entre el título obtenido en rifp/mrl o en Dl~</ml y la actividad RT

detectada, cmiii no se onede ver al comparar las tablas IX y X , la mismo que han

encontrado otras grupos IHarada y vals., 1937; Potts, 1990). La actividad RT y el

titula varían cari cada uno de los aislados, encontrando virus con menor titulo en

ufp/iril a en Dl,; rl. pero comt trayar actividad RT cairo por ejeirpía el clon E.



86

VIRUS ufp/ml 01501m1

S61 6,1xl0~±2,8x1O
6 1,8x10”

A
0 1,OxlO<’±0,2x10> lixiO’

8,, ND 6,lxl 0”±1 ,8x10
6

Cn ND 4,5x10 ±O,5x104

2,2x10’±1,3x10’ 2,OxlO’

E
0 16x10’i-1,OxlO’ lixiO>

5.9x10>±1 ,3x10> 3,3x10
m±1 ,3x104

TABLA IX.

r.—Lo r’L’ ~ m .i~i iii

Titulas de las diferentes virus en ufp/ml y en D1
50/rnl.

VIRUS RT (cpm/ml>

9, 9x 10~

A l6x10

4,7x1 0”

5,6x 10,

2,3x 10

E,, 6,4x10’

l.2x 10’

—— ~..—.——.—..——

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

4.3.1.- DETERMINACION DE LAS CONDICIONES

El proceso de repírcación de los retrovirus yen particular del VIH- 1 es complejo

y en el ifttervnenlofi numerosos componentes tanto del virus como de la célula.

También hay que tencí en cuenta la composición en ‘cuasi-especies’ que presenta

todas los vírr;s. dentro de la cual se incluyen variantes con diferentes propiedades.

Para tratar de cern prender el posible papel de diferentes factores en la variación de

VIH 1, se mealizaromí pases seriadas en MT-4 (de los clones y la semilla del aislado

61/89) a dos multiplicidades de infección (irdil.

Pan a briscar las das mii .d .i más idóneas se consideraron varias factores, primero

qrie el pecirido dr: apariciómí de la infección no fuera demasiado largo y en segundo

lugar, ([Cíe la diferencia entre airbas dilCiciortos friera de por la venas 100 veces.

Teniendo en cuenta par un lada el títríla de las diferentes clones (ver tabla IX> y por

otro evitando altas inultiplividades que favarec:erían la aparición de partículas

defectivas itúerferentes (HC;ang. 1938>. Para decidir las mn.d.m apropiadas se infectaron

lxi 0 MT 4 comí el 561 o comí la cepa de referencia (VIH-1 -IIIE>, a mr.d.i. desde (-1>

hasta (-51 (de 10 ‘ rmlp/cólC;la hasta 10> oip/célula>. Durante un período de 15 días se

siguieron las mítfecciennos, determinámídose diariamente los siguientes parámetros:

viabilidad, aparición de ECP, % de células positivas par lEí y antígeno p24 soluble en

sobrermadamíre ~Oí ELISA de captura de antígeno. El ensayo se realizó también con el

VIH 1 1118. í:omnii) control y tiara comprobar la existencia de viras cori diferente cinética

de i e[Álií;=mcmei1



88

En la figura 22 se representa coma evoluciona la viabilidad en las diferentes

infecciones, por fincióní can azul tripano, durante 15 días, en el panel A con VIH-1 -1118

y en el panel E cari 361 - Se observa como se produce un descenso pronunciado en

la viabilidad de las iiclC.ilas a partir del tercer día post-infección en ra.d.i de (-1> y (-2>.

En m.d.í de (-31, (-4> y (-5> el descenso de la viabilidad, por debajo del 50%, se

alcanza a partir de los 11 días en el caso de VIH-1-llIB, y a partir de las 8 días en el

SM.

La a[íaricmómt del ECP en las das virus fue diferente. A ra .d.i de (-1> 861

presenta <iii ECP de 3 + (Ríchmrtamt, 19901 entre el 2’~ y 3V día post-infección y en el

VIH 1-lIJE al 2 día. A ítt.d m de 1 31 el ECP E- 3 aparece entre el 4” y 60 día con 561

y entre el 7’’ y 3< r;ort VIH-1 -1118.

Se lían emícomír rada por tanto diferencias significativas en la evolución de 561

vs el VIN- 1 IIIE ramito e.u la cinética de viabilidad celular camita en la aparición del ECP

a mnd.m bajas de i 3>.. ‘ 4) y (-5>.

Temuiendo cii cartsmderacióo las criterios antes expuestas, consideramos como

condiciones irás adecuadas para realizar las pases seriados las mdi. de (-1> y (-3>,

cuya duración de la infección (can el 561> se encontraba alrededor de 3 días a (-1>

y de 6 días a 1-St.

Fmi la ligrima 23 se resrímre la evolución de las infecciones a las mr.d.i de (—1> y

1 31, valorando viabilidad y % de células infectadas par 1 FI, tanta can 561 cama con

VIH 1 [IlE
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FIGURA 22. Evolución de la viabilidad de células MT-4 infectadas a diferentes m.d.i
con VIH-1 -1119 y 561.
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FIGURA 23. Evolución de la infección de células MT-4 infectadas con VIH-1 -1118 y
561 a dos md.i respectivamente (-1) y(-3).
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4.3.2.- REALIZACION DE LOS PASES SERIADOS

Despriés de determnmmnar las condiciones de infección, se pasaron los distintos

clones elegidas del 561 (ver apartada 4.2.3> y el S61 sin donar hasta un total de 15

pases a oí.d.m de t JI y 1-31. En todos los pases, excepto en el 10 y el 15, se

infectaron 5x1 0’ MT-4. En las pases 10 y 15 se infectaron 10x106 de MT-4.

La mnfeccióm: en cada pase se irantenia hasta que el ECP era de 3 + (Richman,

19901 y la viabilidad par debajo del 50% Se centrífrígaba el cultivo y se infectaban

mínevas ‘:ólrilas comí el volCLmiiefl adecuada del sobrenadaríte para el siguiente pase. El

sedimoent o se l¿ival:a caí: PES y se guardaba cii das alicuotas para poster¡or

cxl racción de RNA y de DNA. Cuando fue necesario confirmar Ja infección se valoró

antígeno p24 soluble en sobrenadamite, % de células infectadas detectado [FI o

ar;:tividad RT vn sobrenadaníte

El pernada de tiara pu que duraba cada pase (a cada mrd.> dependía del clon

en c;anicrero; [jet o siempre dentro riel mango obtenida en los estc;dios preliminares. La

media de este valor se nírmestra en la tabla Xl

Las clones D a mr.d.i de (-3> y el E a mcdi de (-1) presemítaron problemas en

scis pases por los grie no se c:or:tinuararí.

El clon 5 a rina rr.d.í de 1-31 sala fue pasada 6 veces, aunque en la actualidad

se 1 ma realmzarcim: 1 5 pases.

Comino se ve relle
1ado en la tabla Xl, a mmmd.m de (11 el período de tiempo inedia

de duracmóm: de los ~)asesseriados se encuentra entre 3 y 7 días y a m.d.i de (-3> entre

6 y 10 días.

Mediante umí amiálisis de la varianza (ANOVA> se comprobó que la diferencia

de tiemopo medía de driración de las pases seriadas a una mdi. de (-1> era

estadisticamíme rite sigríiiícatívo (E xx 5,921; p 0,0001>. Posteriormente se
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compararon los clanes das a das mediante una prueba de t-Student observando que

el clon D tenía valares sígrmifivativaraente mayores al resto de las clanes (p =0,005>.

Por la tanta padenmos vonclrímr que el clan D cuando es pasada a m.d.i de (-1> es más

lento que el resto de los clanes (6,4±0,45 diasí -

Cuando se analiza el tiempo media de duración de

de (-3) se observa al aplicar un análisis de la varianza

diferencias estadíslicamente significativas (F .~.,zz 4,093;

los pases seriados a m.d.i

(ANOVA) que no existen

psO,3>.

VIRUS
DíAS

m.d.i (-1> m.d.i (-3)

561 4,6±0,33 5,8 ±0,35

A 43±030 6,7±0,67

8 43-047 7,3±0,54~

C 3,4±0,29 6,4±0,37

0 6,4±0,45

E 6,8±0,42

F 5,2±050 6,6±0,56

TABLA XI< Tiempo medio

a las dos mdi.
de duración de los pases seriados con los diferentes virus,

— Tiítiiiii¿. iiiciiis; ¡ 1 1 iiti¡i:iri(iii bu <luís> i.<ilcisl:id<i dosr¡íse.u de 5 cases sonados.
¿1 VI ciíííí E-: ¡u iii ¡1 í<jli>ii fu r.uíuc¡u

Lii’ u
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4.3.3< CARACTERIZACION DE LOS CLONES DESPUES DE LOS PASES.

42.3.1.- Caracterización genotípica

4.3.3.1.1< Análjsis delpatrón de bandas obtenidpi2g.rj4 técnica de “mismatches

”

Para cuantificar y estudiar las variaciones genéticas que ocurren en los

diferentes clanes biológicas durante los 1 5 pases, los RNAs de los virus obtenidos

fueran carai;íeri¿adus por ‘írismnatr:Imes’’ con las mismas sondas utilizadas

nnmcialrnemmte (GAG. RT-5’. RT 3’, VIF-VPR y ENV>. Las patrones obtenidos a las das

m.d.í se m:oiripar¿mr oí; r;ai; lo.’s respectivos vit~is iniciales (ver apartado 3.2.5, figura 14

para el esqucira del experimento y figuras 24, 25, 26, 27 y 23>.

Se han encontrado variaciones entre las distintos ENAs analizados. Las

diferencias respecto a los clanes iniciales se encuentran en las siguientes zonas:

- E donde se detecí ó la aparición de das bandas nuevas en el clon ~

Randas de rin tarraña de apraximadairente 90 y 80 nuclcótidos respectivamente,

señaladas can flechas en la figura 25.

ENV miando detect’oirtias das variaciones con respecto al RNA vital inicial:

- Em-a cl 361 - Liando desapam ecen tres bandas quedando un patrón de

bandas igual al <[Cíe iresemílan los clones De,, E,, y F.<

2. En el clon E... donde se observa la desaparición de una banda y a la vez

la aparmt;’oian de nótra nueva banda (figríra 28>. Esta últimna variación sucedió

pragresívamnenme; en el E~ , se comenzaba a detectar el cainhia, todavía se ve la

banda, arímígrín r;oin nímemior mmnremmsidad, que después desaparece y comienza a verse
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la nueva banda (datos no rastrados>.

Los vaurbios detectadas en el patrón de bandas con las 5 ribosondas sólo

suceden en las virus procedentes de las pases seriados a baja multiplicidad de

infección, ín.dn í 3J. En los virus pasados a (-1> no se observa ningún cambio, se

mantiene en todas el patrón inicial.

- Cuantificación de la variabilidad

Las vairbías genéticos obtenidas entre los virus antes y después de los pases

f)erirmten r:ríarqtmlíc:ar el numero de mutaciones. Para realizar la cuantificación tenemos

q~ie considerar rjrmc- a proximnadairente un 60% de las mrutacíanesque son reconocidas

y cortadas- por la f3Nasa A JMyers y cals., 1985; López Galíndez y cols., 1988;

Perríclmo. 1939>.

Se lían eitcoiAtrarjr) río total de seis cairbios (ver figuras 25 y 28>. Teniendo

CO crienta gre se mart analizado 2267 nucícótidos par virus, por tanto un total de

43073 onicícótidos podemos considerar que la población obtenida después de los

pasos difiere de la población parental al menos en un O,O20/o de sus nucleótidos.
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FIGURA 24< Caracterización genética por

los clones después de los pases seriados,
mismatehes” de la

comparandolos con
zona del gen GAG de
los clones iniciales.

íííB: cepa de relerencia homóloga.
Los clones son nombrados igual que en la tigura 14.
M DNA de 0X 74 digerido con Haellí y urimizada como marcadom de tamaños <en nucleótidosl.
P Ríbosonda sin digerir.
MT-4: coniroi de células sin infectar.
Las punías de flecha indican bandas diferentes, respecto ai patrón dei S61, estas bandas han servido para
a seieccióuu de los clones.

Bandas que corresponden a mutaciones especiticas del clon RH í a, utiiizado para la sintesis de la sonda
y que está prescnic crí cl Virus ViH-1 -11mB Se consideran como fondo del ensayo.
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FIGURA 25 - Caracterización genética por ‘mismatches” de la zona RT-5’ de los
clones después de los pases seriados. comparandolos con los clones iniciales.

liB: cepa de referencia homóloga.
Los clones son nombrados igual que en a figura 14.

M: ONA de Q~1 Y4 digerido con Llaelil y utilizado como marcador de tamaños len nisciedtidos),
P: Ribosonda sin digerir
MT-4: control de células sin infectar
Las puntas de fienha indican bandas diferentes, respecto al patrón del 561 estas bandas han servido para
1-a selección de los clones.
Las lechas indinan cambios obtenidos después de los pases seriados con respecto al patrón original.
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FIGURA 26< Caracterización geneética dela zona RT-3’ de los clones después de los
pases seriados, comparandolos con los clones iniciales.

1113: cepa de referencia homóloga.
Los clones son nombrados igual que en la figura 14.

Mm DNA de ~x 174 digerido con Haellí y utilizado como marcador de tamaños len nucleótidos>.
P Ribosonda sin digerir
MT-4: control de células sin infectar.
Las puntas de flecha indican bandas diferentes respecto al patrón del 561. esias bandas han servido para
la selección de los clones.

Bandas que corresponden a mutaciones especificas del clon BH1 O, utilizado para la sintesis de la sonde
y que está presente en el Virus VIH 1 -11mB. Se consideran como fondo del ensayo.
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FIGURA 27< Caracterización genética de la zona gen VIF-VPR de los clones después
de los pases seriados. comparandolos con [os clones iniciales, por la técnica de

mismnaiches’.

iIIR: cepa de reterencía homóloga.
Los clones son nombrados igual que en la tígoma 14
vi: DIVA de <¡)X ?4 digerido con Haelil y utilizado corro marcador de tamaños <en nuciedtídosl.
E-: Ribosoiida sin dímíerír
Mt 4: control de células sin i nfec lar -
Los punías de hecha indican bandas dilerentes, respecto al patrón del 561 estas bandas han servido para
la seteccíón de los clones.
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FIGURA 28< Caracterización genética por “mismatches’
clones después de los pases seriados, comparandolos con

de la zona ENV de los
los clones iniciales.

lIB: cepa de reterencia homóloga.
Los clones son nombrados igual que en la figura 14.
Mt DNA de qx 1 74 digerido con Haelil y utilizado como marcador de tamaños (en nocledtidosl.
P: Ríbosonda sir’ dieerir.
Mt-4: Gonirol de células sin mnleciar.
Las puntas de flecha indican bandas diferentes., respecto al patrón del 561 - estas bandas han servido para
a selección de los clones.
Las flechas indican los cambios obtenidos después de los pases seriados.
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4.3.3.1.2< Secuenciació’m

Una vez analizada la diversidad genética par medía de la técnica de

mismarches’ decidimos confirmar y cuantificar estos resultados par secuenciación.

Para ella se eligieron das ¿am-tas del genoma del gen ENV:

- El lazo 13, en el que se ha localizado el principal sitio neutralizante (Putney

y vals., 1986; Rn.isvlíe y r:ols., 1983>.

- La región del sitio de procesamiento de la gpl 60 en gpl 20 y gp4l

inclciyendo el peptida de fusión (Gallafrmer, 19871.

Se secuenciaran todos los virus tanto antes carro después de los pases.

La zorra V3 desde el nucleótido 6669 hasta el 6334> se secuenció a partir del

RNA viral Iver apartado 3.7.2>, utilizando los oligonucícótidas MAV3-1 (posiciones

6642 a 6665, jaula 1111 y MAV32 (complementaría a las posiciones 6913 a 6893;

Tabla III). En las íngrimas 29 y 30 se muestran las mutaciones encontradas entre los

distintos virus secrienciados can respecte a la secuencia del 561. Se secuenciaron

21 5 nucícótídos api oxirnadairente de cada virus encantrandase 3 mutaciones, no

silerrciosas, que son las sustituciones de las aminoácidos, Asn por Ile (en el clon

- 1 Sum par Arg len el clon E,< >1, y par último Cío par l+s (en el 561 i5i3i>~

resultado de las siguientes transversiones de A (en la posición 6706> por IT (6719>

por A. y O <6833i por T. respeclivamente.

La zona c~ue corresponde a la sonda ENV utilizada para caracterizar los RNAs,

correspondiente a la ¿amia del péptído de fusión (comprendida entre el nucleótido

7324 y cl 75241. fríe secuenciada a partir del DNA de los respectivas virus por

secuenciai;:mórm riírec:ta por PCR del fragmento correspondiente a los oligonucleótidas

7W Iposiciones 7229 a 7250; tabla III) y el 43W (posiciones 7919 a 7941: tabla III>.
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SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS

CONSENSO C
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FIGURA 29 Secuencia de nucleátidos de la zona del lazo V3.
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SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS
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FIGURA 31. Secuejicia de nucleátidos de la zona del la gp4l, del péptido de fusión.
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FIGURA 32. Secimencia de
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La amplificación de la secuencia se realizó sólo con el oliganucleótido 7EU (ver

apartada 3.7.11. No se lía observada ningún cambio entre ellos, pero existen cambios

con respemito a BH 10 (tígríras 31,32>.

Las secríemícías de la zamía VS, presentadas en este trabajo, fueron realizadas

por el Dr. MA. Martinez del la Centro de Biología Molecular.

- Cuantificación de la variabilidad

A paitír de las secríemícías obtenidas tanta de la zona de VS carro de la zona

del péptído de irísmúmí se cuantificó el porcentaje de cambios obtenidas después de los

pases en coirparacian comí la población inicial. De un total de 7200 nucleótidos

secuenciadas entre ambas zonas se han encontrado 3 cambios (cambias localizados

en la V31 Teniendo en cuenta los nucícótidos secuenciadas podemos cuantificar que

se producen cairbíase o rin 0,04% de sos nucícótidos, en la población después de

las pases
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4.3.3.2< Caracterización fenotípica

- Efecto_cito~ático

Después de les 1 5 pases seriados en cultivos en células MT-4 se comprobó

el ECP. Se observó la capacidad o no de formar sincitios, comparándolo con el ECP

caracterísl mce immíú:ial (fígrira 20>.

Se observó que tainto los clanes (A, 8, 0, 0 y El cairo el £61, pasadas 15

veces en críltíve en c:ólrilas MT-4, mantienen su ECP, tanta a alta cama a baja

írultmplmcmdaii de íittecc:íóin (ver alqrmnos ejerriplos en la figCJra 33>. La excepción es el

clan F rjríe u mirta ini rEí de (3i pasa de ser NSI a ser SI (figura 33. panel 7 y 8>; de

oLieva este caí o dio sólo scit:ede a baja mr di -

El camímbía de rut virrís NSI a SI se 1-ra correlacionada con el progreso de la

enfermedad. Los virrís NSI era virus aislados de pacientes asintamnáticos, mientras

que los Sí se emicontrahiamí en pacientes c;on SIDA o CRS (Tersmette y cols., 1988>.

Este cambia en la capacidad de inducir símícítías está relacionada a la vez con la

respuesta inmune r~tme presenta el paciente en cada tramnento de la enfermedad.
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FIGURA 33.- Caracterización de los diferentes ECP después de 15 pases
seriados en células MT-4, a diferentes condiciones de infección.
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- Cinética de fepftcacón

Un aspecto fenotípíca que tiene evidente repercusión en la evolución víral, es

la capacidad replicativa. Se han descrito das tipos de variantes los que producen una

infección rápida cii cultivos celulares y altas niveles de replicación, denominados

“high¡rapid” - y por el contraria los virus lentos y que producen bajos niveles de

replicación, denoimjimnados “síow/Iow” (Asjí’ y cols., 1986, revisión Fenyó y vals.,

1989).

l4<jsatros imemímas arnalizada la cinética de replicación de los diferentes virus

valorando la actividad transcriptasa inversa (RT> antes y después de los 1 5 pases

seriadas, emí el soi;mreíiadaííte de cultivos durante siete días, según el protocolo

descí mio pr>i Wille y y colaboradores (1 983). Erí la figura 34 se nínestran los resultados

de la actividad rr¿mríscrmprasa inversa en las distintas virus por un ensaya de

detección rápida” - Una vez observada la actividad transcriptasa inversa se cuantificó

sus cpír/ml en r;ada punto del erísayc (datas mío rostradas>. Estas valoraciones de

la actividad Rl se realizaran das veces en ensayos independientes, obteniéndose

resultados simímílanes

Se caí:smdr-¿ ró que das virus camrnbiaban en su cinética de replicación cuando se

encontraban diferencias cíe cpmr/mríl entre ellas de par lo retías 4 veces en el primer

día de deter:í;iór irle ST y adeirás presentaban niveles de RT durante los siete días que

dLiraba la nnlem;ción sígnífim;:¿ítivamrente dilerentes entre ellas.

Según estas r;rrteríos se pueden distingrimr das grupos:

Virtís gría después de los pases no cambian: £61 y los clones B, O y E.

- Virus que r:aírbian después de los pases:

virus irás emitas: O - >,. y E->

virus iras rápidas: A~..
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mdi

FIGURA 34 Análisis de la actividad transcriptasa inversa durante 7 días post-
infección de los diferentes clones y el S61.
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- Tropismo

Las virus iniciales cairo los obtenidos después de los 1 5 pases fueran

caracterizados por stm capacidad de replicación en diferentes sustratos celulares:

- en células pmimrarias (PEL, y mxronocítos/mracrófagos)

en líneas celrílares establecidas (l-luT-78 y U937-2>.

Las clan mes iniciales presentaban al igual que el aislado original bajos niveles de

replicación <doteríriníada par niveles de ETJ en PEL y tíanocitos/macrófagos. No

existe diferencia entre. las distintas clones y el £61 en la capacidad de producir ECP

en PEL.

Todas las- virus meplíí.:un con altos niveles en U937-2, se observa una diferencia

de actividad RL de al nenas 10 veces mas alta que la detectada en líneas celulares

p mi mr arias -

Las clones A ~,C., D., y k~, no replican a niveles apreciables en HuT-78. Los

clones E. y E - y el S61 presentan una baia replicaciómí. detectable sólo por antígeno

p24 solr’l;mle cii sebrenadarite. Esto es sorprendente ya que estos virus sólo habían

sido replir;ados emí <temías T frimíríca habían sido pasadas en otras líneas celulares>, por

lo que se esperaba rina mejor repíir:acmón en Hut-78 (células 1> que en U937-2

(mamíocitaímacrófagal -

Las vmrrís analizados despriés de los 1 5 pases no presentaban grandes

drferení;mas @mi sim t rupisírmo con respecto a las virus no pasados. Aunque se puede

detectam cien las variaciones:

Los virus obtenidas del clon C son capaces de replicar en HuT-78, mientras

que el r:lon iríir:al C mía le hacia.
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El virus E, -. es capaz de replicar en HuT 78, miemítras que F0 y F15~,, no lo

bac ma mi

En el E - se observa que no replicación en monocitos/macrófagos.

- Par rmltiíro, podemos destacar un cambio en la replicación de E5, ~ en

monacitos/mnacral¿ígos comí respecto a E.

Este rrab¿í1o inc realizado par la Dra. EM. Fenyó del Departamento de

Virología, del lostitríto lKaralinska de Estoclairio (SLíecma>,

- Estudio de proteínas

Lii la fígríra 135 se estridiarí las proteínas de los diferentes virus antes y

después de las pases seriados. El estudio se realizó para ver si existía cambios

fennotipir;os imrpertaotes que alteraran las iríavilidades de las proteínas virales. Se

puede observar tío vierto cambie de moavilidad de la proteína p5 5 del clon D0 y del

D,re.sper:to al resto de los clanes así venía una variación en el clan 8 en la

irígraciómí de la g~í1 20. Estas diferencias necesitarian canfirmarse con ayuda de

ensayos míe ‘‘‘A’esíemmt SIal’’ c:oíí anticuerpos menoclamiales especificas.
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4.3.3.3.- Cambios genotipicos y fenotipos obsevados en poblaciones virales donadas

a baja mdi.

Después <itt 1 5 pases seriados a diferentes m.d.i de los distintos clones

biológicos abtenridos del aislado 61/89 hemos podido observar un total de 13 cambios

(tanto genotípicos corra fenatípicos>. De los 1 3 cainhios más significativos, 12 de

estos acurren cuando el virus es pasado a una ní.d.i de <-3>, 9 son genéticos y 4

fenatípicos, frente mí tría <irme sucede a m.d.i (-1>, variación observada al estudiar la

cinética de muplmm:ar;iórt por ¿ic:tividad ST cmi el clon D.

Existen aíres cairbios iríeníares cama los encontrados al análizar paría técnica

de “mrmsmtmarclíes” la zona RT-3’ encentrando variaciones en la intensidad de una

banda de api axmiíiadamrerite de 194 nucícótidos en el clon E~. ~,. (no estan señaladas>

y el ariímirtmnlo di Ja mmítemisidar] en otra, de aproximríadarreríte 120 nucíeótidos. Sari

bamndas presrítites en Li p<=blucióuíinímci¿íl 561 y en el pase inicial del clon E0 <figura 26>

y tamobiemí carmilímos emí la capa<;idad para replicar ee Hut—78 (F~5~ > o en

níonocitas/nnnacrólagos (Fi. y Ea,, ,1 antes carríentadas.

4.4< EVOLUCION “IN VIVO” DEL AISLADO 6 1/89

Después de 14 maeses del aíslaírienta del 61/89 se realizó un nuevo

aislammer nf o del irmisímía paciente, denamníinada 259/91 - Las características seralógicas

de este pac:menle rjcíedarn resríiíuidas en la tabla II.

El RNA del 259/9 1 fue analizada por la técnica de “mníismratches” <en GAG,

RT3’ - RTS - ‘, ENVJ obteííiemidose urjas patrones dc bandas símnilares al £61 - Al

coníípamai comí los palmomies emicomítradas en los diferentes clones del 561 presenta

similitud r;ori el )atraií irmayaritario represemítade par le clan E (datos no mostrados>.
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Par otro lado se secuenció la zona V3, observandase tres mutaciones con

respecto al 561, sustitución del aminoácidos Asn par Ile, itt por Ala y Cm por His,

que es el resultado de las siguientes rransversmanes de A por T, O por O y O por una

T. Das de dichos cairbias coinciden can los cambios encontrados en virus

procedentes del 561 después de los pases, concretamente el cambio de Asn por Ile

que se encuentra en el F,,, ~ y el de Gín por bbs en el £61 ~‘~- El tercer cambio

observado mía se ha encontrado en ninguna de las secuencias de la VS estudiadas

Figura 361.
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El abjetmva (le este trabaje comisistió cmi establecer un modelo “in vitro ‘ que

ríos permn-iítíera estudiar la variabilidad genética y fenatípica del VIH-1 - como forma de

caitíprender la variabilidad observada “iii vivo -

El VIH- 1 ceína toda virus de genama RNA se caracteriza por estar formado por

poblaciones heterogéneas críya distribución coincide con el modelo teórico de “cuasi-

espec:ies’’ propriesto por Digen y aplicado a diferentes virus de gemionía RNA (Eigen,

1971; Donmímnígo y cols - 1978: 1 935; Digerí y Siebricher, 1938; Goodenow y cols.,

1939; Meyerhamns y cols., 1989; Domrímngo y Holland, 1992; Halíand y vaIs., 1992).

Nosotras benías estudiada un aslado míatural de VIR- 1 <61/89> obtenido de un

mino de 4 arios lujo de madre serupositiva para el virLis. En el caso de una

tramísmítmsíómí ven tm<:al se lía descrita q~ie sólo cina sríbpablacmómi minoritaria del virus es

trarísníitida de la iííadi e al mijo Jwolimísky y vals.. 1 992). EJ porcentaje de infección

descrito en esto tipa de trarísmisión se emícuentra entre el 13-30% de los hijos de

madres serapositivas (Andimnarí y col.. 1990: Enrapean Collaborative Study, 1991>.

El aislarríenta del virus 61/39 se realizó en 1989, en ese iraitíento el paciente ya

presentaba simitriloas. estadio P2CD2, según la clasificación del CDC de EEUU (Centro

de Control di’ Lmiternnedades) para infeoctiómí par VIH crí liños menores de 13 años

(MMWR, 1 937í. La enferímíedad se encarírraba estabilizada desde los primeros

estudios serológicos ríne se efectuaran a los 2,5 añas de vida (las datos serológicos

se resurríemí cmi la tabla III. En 1991 se detectó un emtípearamienta de la enfermedad

<estadía P2C2D1 m re’ílmzáiídose un segundo aislarííieníta denominado 259/91.
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Para realmzam el estudio partimos de clones biológicos, genéticamente

haníagérmees par aislamiento tras 5 plaqueas consecutivas en células MT-4, del virus

561 (semilla dei 61139>, Los clones presentaban diferentes características genéticas

y fenotípicas que pomíen de manifiesto la heterogeneidad de la población viral. Esta

heterogeneidad está presente incluso después de la selección que el cultivo “in vitro”

ejerce sobre la población vital (Meyerhans y vals., 1989>. La evolución del virus en

cultivo de tejidas se estudió por pases seriados siguiendo el iríadela llevado a cabo

cori el bmícteriolaqe OI~ lDomttinga y vals., 1 978> y comí diferentes virus animales

(Sobrimía y vals - 1983 Díez y vaIs., 1989; Steinhauer y caís., 1989). Sin embargo,

para analizar el papel que distintos factores pueden desempeñar en la evolución vital,

iríttodcmjiínros tina variable que consistió en realizar las pases seriadas a das mdi.

La r;arar;trrmzaí;morí genética se realizó por c:oinmparacióni de las patrones de

bandas obtenidas por la teÁ:ríica tic ‘‘nííisro-atclies’’ de deterrnmiíadas zonas del genoma.

Esta técnica ha sido utilizada para la caracterizaciónde aislados de VJH-1, permitiendo

distinguir de leríría rápida los diferemítes aislados, así cairo establecer relaciones

filogenétmm:as entre ellas fLópez Galíndez y vals., 19911, de acuerdo con esto se

observó que el aislado 561 se podría incluir dentro del grupa £F-2/RF según su patrón

de bamídas abtemíido Iras digestión cari la RNasa A Rajas y vals., enviado a publicar).

Smi la tabla V’íí se resuitíen las distintas patrones de digestión encontrados al

estudiar los clones del 561 - Este estudio nos perrritió:

1 . Dete.rmííimíaí la heterogeneidad de la población vital en estudio.

Se observó que al analizar 2 clones de cada una de las 5 placas iniciales del

£61 emíí,,oímtmálíammmns 5 patrones de ‘‘imíismrnatclies’’ riílerentes. Las clones podían ser

díferencíarlos cutre ellos cmi al milenios un patrón de bandas.
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2.- La representación relativa de cada uno de los clones en la población viral

global.

Al comírpararse los patrones de bandas obtenidos para cada cían can el patrón

característico del 561 “patrón consenso”>, en cada una de las zonas genómicas en

concreto, se observó que las clones D y E presentaban mayor número de patrones

de “trismatebes” griales al de la población “consenso”; parlo que estas poblaciones

virales deben ser las más representativas demítro de las “cuasi-especies”. Por el

cori tra ni e el it latí A pce sari ma pa trenes di leremites al 56 1 en la zona R T, que codifica

para la ti am iscrí prasa inversa, una de las regiones del genoma considerada más

conservada (encontrado cambios al estudiar la zona RT3’ y RT5’>. Seguramente se

trata de <iría población miuioritaria ya que las bandas características de este clon en

la región RT3’ Iver figura 1 6> no son observadas en el patrómí global de la población.

Además, al secríemíciar la región 5T3’ del clon A encontrarnos que las rtíutaciones se

localizaron ítem <tu riel sitio cat¿ílítico del enzima y del sitio donde se mapea la principal

irritación de i esmst encía a AZT lKohlstaedr y vals., 19921 y sin cítíbargo, nosotros no

encontranías rtannbias fenotipicos respecto a srm cinética de replicación (valorada por

míiveles de actividad transeriptasa inversa en sobrenadante> mii a la susceptibilidad a

deterírínríadas antívír-ales, sin cambios dc la concentración inhibitoria 50 (lOo> frente

al AZT trabaja realizada cmi el laboralorio del Dm .D D Richírrarí, Universidad de San

Diego Califormtmai -

Las características femíatípicas, corno la cinética de replicación, capacidad de

inducir sirícities a tropismo celular se bamí correlacionado con el deterioro del sistema

ínímmrínc’ y c-Oii el desarrollo cje la emíferníedad lTersuíette y vals., 1989>. Los virus

aislados de ííím.iívmdríos ¿msir:toíííátmcos sc caracterizan pat presentar Oria baja cinética
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de replicacióní, mio ser capaces de inducir sincitios (virus NSI) y por un tropismo por

células níanaciroimacrófagos. Por el contrario, los aislados virales de individuos

sintamííatmcos se u’aracterízamí por una alta cinética de replicación, por formar sincitios

(virus SIl y par presentar tropisnía por células T (ver revísmomí FenyÉ’ y vals., 1989:

Asjó y vals., 1990>. Al estudiar clones individuales de aisladas virales de un paciente,

en diferentes estadios de la enfermedad, se ha detectado la existencia de los das

tipas de fenotipos INSI y SIl emí diferente proporción dentro de la población global

f£chuiteiinaker y cííls , 1 992 i - Nosotros heminas observado que el aislado natural

estcídiado presenta <mm: fenotipo sitícitial (SIl. aderriás de altos niveles de replicación

valorados par detecc:iómi de arítígeno o24 y por actividad traríscriptasa inversa. Al

estudiar clones individuales del aislado viral henías encontrada dentro de la población

las das tipas de variantes feríatípicas descritos: Sí (en las clones A, 6, 0, D, y E> y

NSI len el clon E>. Nríestras datos apoyan la existencia, dentro de la población viral,

de mira heterogeneidad feríotipc:a. donde las diferentes poblaciones (NSI y SI) co-

existan. La praparciómí de clomíes N£l que liemos encontrado es bajo frente al SI,

datas que r:oíímcícmden can las descritos en una población vinal obtenida de un paciente

sintoitiatico (£chriitemriaker y vals., 19921. Al estrídiar la población global sólo

observarnos el fenotipo SI el c:ual representa el fenotipo irayaritario frente al variante

NSJ El lemícampo NSJ grieda oculta dentro de la población ‘consenso’, y sólo cuando

se aiialmzaim c:toíííns mmídmvidrí¿nles de dicha poblac;ión príede ser apreciado.

Después de, srtlecciomíar los clones biológicos se realizaron pases seriados a das

niultiplícidades de infección en células MT-4, encontrándose 13 cambios con respecto

a la población mímícral. Nríeve de estas camí’ibias eran genéticas (6 cambios en el patrón

de “itmismhiatcfíes” y 3 cii la secíiencía de nucícótidasí y 4 fenotípícas, paso de ser NSI
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a Sí observado en el clon E y cairbios en la capacidad de replicar en MT-4 en los

clones A, O y E <tabla XIIJ>.

Las cairbios genéticos, en el patrón de “níisnnatches”, se han localizado no

sólo en la zona del gen ertv sino ranníbién en zonas inés conservadas (ver figuras 26

y 23>. En la región del gen poí, que codifica la transariptasa inversa, se han observado

caitíhias en el veus C, - e- can respecto al O,. En este virus no se hamí encontrado

diferencias crí su vinétmca de replicación cuando se valaró su actividad transcriptasa

inversa ant es y después de los pases ver figr~na 34).

Al esíridian la uibasamída ENV se ha observada cairbios en das virus después

de pases a baja multiplicidad de infección. Emí el £61,, • se obtiene el mismo patrón

que en los clones O, E y F iniciales. La que podía explícarse cama un variante que

iííicialníemíte, se emíconítraba crí la población global y sólo es detectado cuando es

clomíado Icomíno es el caso de los clones O, E y E) a al imponerse tras sen pasado a

baja mo.d í. Y Cii el E., comí respecto al E, se observa la aparición progresiva de una

bamida específica y la desaparician de otra -

Pon atrm;í lada, hemos estudiado la zona del lazo ‘13, en la gpl 20. Se han

descrito vanmacior íes genémicas a lo larga de la infección en él y sus posibles

mntplmr:ai’monies ramito cmi la respUesta arítigénivas canio crí las propiedades fenotípicas

del virus <VV oíl s. 1 9921. Arínque es una zona altamente variable se han encontrado

secuencias y eleníerítas estructurales comíservados erute diferentes aisladas (LaRasa

y vals., 1 990). Esta región cadifica el primícipal epítapo neutralizante <Putney y cols.,

1986; Husclin y cols., 1988>. Noirenosos estudios han puesto de manifiesto su

relaciómí comí mamohías cmi el tropistría (O’Enien y vals., 1990; Hwang y vaIs., 1991:
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Shiada y vals., 19911, en la capacidad de formiíar sincitias, en la cinética de

replicación <Meare y Nana, 1991; De Jong y vaIs., 1992; Fuochiers y coís., 1992:

Kuiken y vals.. 1 992J, y por último en la nf ectividad del virus (Freed y vals., 1991;

Ivanoff y cels. - 19911 Se herí descrito cambios de aminoácidos que afectan tanto a

la cta pac:ídarl parcí mr íd oc mr si! lvi ti os cairo al tropismo celular <Freed y cola -, 1 991;

Takeuchi y vals.. 1991; Dc Jang y vals., 1 992w 1 992b: Fauchier y coís., 1992>.

Al coilíparar nuestra secuencia consenso £61 del lazo ‘13 con la secuencía

consenso descrita por Myers y colaboradores (19901 abservamnos los siguientes

caníbios de amointeácidos: Leo por Pro en la posición 299, Arg por Lys en la posición

305, líe pan Pl í~ en la posición 315, cmi la posición 320 presemítamas una delección

y en km posiciní: 324 lancinas Lys en vez de Asp. Adeirás muestra secuencía

consenso se caí acteriza por presentar una inserción de tres aminoácidos (Val. His,

Glyl, que superte una duplivación. imíserción que se ha descrito sólo en un aislada

africamía iver lljrmra 371 Sin embargo la lamígitud total del lazo ‘13 se mantiene en 38

aníimnoár:mdas y l¿i scmictmenmc:ia CPGRA cmi la punta del lazo coincide can la más

frecuente r-:ii alrm.ís aisladas vii ales

Desneríés de los pases seriados a diferente mdi. emícontramas das cambios en

la secríencia del lazo V3 y un cairbia en la zona C-Terníinal adyacente can respecto

a nuestra sec;ríeímc;ía cOnsenso 156141 inicial. Caitíbia de Asní par Ile en la posición

299 <crí F, ~Jde Ser a Arg en la posición 306 (en el E, - , 1 y por último de Lys por

Hís en la pasnímúrí 340. beta del lazo VS (en los virus £61,, >. En la figura 37 se

lO<Á)li/¿Ci~ restos camnnhios de secriencia obtenidos crí los clones en la zona del lazo ‘13

y el femeati pu cpíe presentar.

Se lían descrita cambios de amrimíoácidos irtiplicadas en alteraciones en la

c:apa(;mdad <len mmídíicmr smncifius por De Jaiíg y colaboradores <19921 y por Fauchier y
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colaboradores 11992i. caruibios en el amrimíoácida 306 (nuireración segón De Jong y

vals., 1992) de una Ser par rina Ang, en el 317 Ala por Thr, en el 320 de Asp por GIy

o en el 324 Asp [)Oi Arg Estas cambios han sido considerados necesarios para la

expresión del tenolípa SI. Par otra lado, Fauchier y colaboradores suguieren la

existencia de das arrineácidos en el dominio V3 responsables de las características

fenotipicas Iocalr,=adosen las posiciones 11 (correspondiendo a la 306 considerada

par De ioííg y ‘:alalíaradonesl y la 28 3201.

El único cambio de secuencia que heiras encontrada, que se correlaciona con

cambio de fenotipo en la capacidad forrrar sincitias, en el clon F INSI) frente al F1e,~~1

ISí), al esttídnan la megmómí ‘13 es el cambia de Asn pon líe len la posición 302). Este

cara bia se prodríce cmi rin amíiioaácido altarremíte conservado (93%, Myers y vals.,

1990; ver tigimí a 571 y adermiás en uit anmnnuácida que no ha sido relacionada can

ningún í:amiibio arr las características fenotípicas del virus (de Jong y coís. , 1992;

Fauchier y cols., 1992>.

Cairo se puede observar rina de nuestros cambios de secuencia <Ser por Arg

en la posición 306, en el clan El es oua de los aníinoácidas junta con el cambio en

la posición 320 <aitmíitoácmda gua en la secríencia del £614 está delecionado>

asociados miami el y:¿Lmnjl>io de N£l aSí (Ele Jong y cals -. 1992; FaLichier y vals., 1992>.

Sir] erabargo nosotros río emícontranios cambias fenatípícas en ese clan. Segórí

nuestros resríltados podríamos cortsiderar que las caníbias de aminoácidos que De

long y colabomadores (1992>, y Fauchier y colaboradores (19921 han asociado con

las caracreiisuc;as feríatípicas del virLis reflejan cairíbios que en uní determinado

r:oi-itexí<j se buir relacionada comí Liria variación> en las características pero que no

necesanmanrreiire somí los únicos responsables y que se localizan crí posiciones que

aceptan mas camííbias cairo se ve par el porcentaje de conservación de estos.
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En cuanta a las variaciones fenotipicas obtenidas merece destacar el paso de

virus NSI a Sí (clon El ami ausencia de presión inmune. Este es oua de los cambios que

“in viva” se ha relacionada van la evolución de la enfermedad y promovido por la

saleccióní ejercida par la presión iníniune. El fenotipo NSI/ monocitatropica es

caractenístíco mit- pacientes asmntomáticas y el 51/ lintotrópico de aparición de síntomas

(Tersíxíette y vals., 1933; 1939; 1 989b; Schuiterraker y vals., 1991>. El sistema

inrriune ha sido considerado el principal respomísable del pasa de virus NSI a Sí

(Tersítícite y c-als -‘ 1939>. Así se ha descrito, que emí un primer momento de la

infecciómí la respuesta inmrtirie actuaría en contra de los variantes irás virulentos

prese mires e it la p o u í a <ji ó rí vi mal <vi rus Sl 1 y sólo se observarían los virus NS 1. El

progreso ríe la emiten niledaLí y la perdida de célrjías T helper favorecían la aparición de

las vaniamítes Sí - aunque los N£l perrtíanecerían cii un pequeño porcentaje

<£clíuiteiííaker y vals. - 1991). Las variantes NSI/mnonocitotrapmcas probablemente

realizan <ini importante papel en la persistencia vinal. sierído la células monocito—

ioac:rótar~<j el reservaría vinal irás probable (Schnmtímami y cols -‘ 1989; Massari y

vals 1990; Miedemnia y r;ols., 19901.

Todas los cambias anteriormente numencionados acurren en virus pasados a baja

ití<i.i y solanííeríte hemos encorítrado rin caníbia a alta mr.d.i (variación en la

capacidad de replicación en el clan Dl, cairo se resunie en la tabla XIII, De esta

dmstrihur:món ~íodniadeducirse que la aparición de cambios se ve favorecida cuando los

virus sari pasarlos a óaia u .d i. Para cauífirirar estas resultados se realizó un test

estadístico dr’ sigiiificacion binaria, se aplicó unía distribución binomial con

P-< 6,4xiO ‘ ci <a vz0.O5 La probabilidad de obtener 12 cambios, enviras pasados

a umía iot~kiplmí:ndail de (-31 de un total de 13 variaciones observadas es menor de
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0.1 /4o, y la espemado seria obtener la mitad de las cambios a cada una de la mdi, es

decir 6 o 7 variantes en cada multiplicidad de infección. Por otro lado, utilizando a

tabla de contingencia para alustar lo observada a la esperado el porcentaje de

variantes producidos con unía X> 9,37> )QO,05, lo cual nos indica que los cambios

tras pases a baja mrrílniplícmdad de infección son promovidos significativamente en el

VIH 1 frente a los caicibios obtemíidas a alta. Además, sise consideran otros cambios

minoritarios. cairo variaciones en la capacidad de replicar cmi cultivas primarios o en

dileremites líneas celrílares (apartado 4.3.3.2>, o cambios en la intensidad de ciertas

bandas al estridiar la zona PT-3’ (apartada 4.3,2.3) está aún rrás favorecida la

expresi óm de varia ores a baja mr nl ti plicídad de ini fecci ón -

Una de las posibles explicaciones de estas resultadas, mayor número de

variaciones a baja mrd u, podría ser debida a la presencia de partículas defectivas. Se

ha descrita qtíe la población de VII—i-1 contiene un considerado número de genomas

defectivos (Muyerliamis y vals., 19891, cari la erial el número de partículas virales

utrlizadas cii cada iííteccmom~ sería mayor al número de <Pp consideradas. Nos

erir;ontrarmaitlos por tanto, <temí geníairas defectivos que interferirían con las partículas

virales mío defectivas cmi la replícaciórí, esto favorecería Lití desequilibrio y una rápida

evolución de la población lHalland y c.als., 1982) Si esta se estuviera produciendo

en ríríestmo caso se detectaría un aumenta de la expresión de variantes, que serian

deter;tados ríiayoritarmaireníre en las infecciones realizadas a multiplicidad de infeccióíí

alta Simm eimnlíarqa criando elegimos las condiciones de infección en las que se

realizaron los pases se tuvo en cuenta la pasible tomníaciómí de estas partículas

defectivas, eligiéndose mr .d.i henares de 1 utp/célula. Además las resultadas

presentadas a poyar] qríe los variantes obtenidos no son producidos en este caso por
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la formación de partículas defectivas, ya que se encuentran en los virus pasadas a

ni¿s baja ud. mO.OOl nfpcélula).

VIRUS
CAMBIOS

m.d.i. (-1>

O F

m.d .i.(-3)

G E

561

A

E

O

D

E

E

H

M,M,M/V3

M,M

M/\13

¡‘13

£

£

TABLA XIII Cambios genéticos y fenotipicos después de los pases seriados en
celulas MT 4 a diferente multiplicidad de infección.
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Otra pasibilidad para explicar estos resultados es la presión ejercida par las

diferentes poblaciarres de la “cuasi-especie” sobre variantes minoritarios con una

rayar velítaja. los críales se er]cuentram] ei]glahadas dentro del espectro mutante de

la población y liar tanto mío son detectados. Esta observación fue predecida par

estudios de siníínílación de “cuasi-especies” (Bigen y Biebricher. 1988) y demostrada

experimentalmente comí el ‘1SV (de la Torre y Halland, 1990>, en donde clanes

altairíemíte cori ipetítívos lvam amules ccii rejones capacidadesí , del VSV pueden estar

escondidos demítra del coiriplejo de “cuasi-especies” y sólo se expresan y son

detectadas criando sobrepasan Lití nivel unubral dUrante los pases en cultivos de

tejidos. Huesitos resríltados sugieren la- presencia de variantes de VIH-1 con distintas

propiedades genéticas y feníatipicas las cuales estan par debajo del nivel umbral,

siendo indetectables al menas que se elimine el efecto supresor ejercida sobre estas

par el conjunto <fe “críasi-especie s” donde se encuentran (de la Torre y Holland,

1990>. Lío ejeimiplo claro es la observado cori el £61>., cuya patrón de bandas por

“imnismarclies’ al estudiar la zona de la nibosonda ENV sólo lo encontramos al estudiar

los clones individriales del £61 <clanes 0, E y FI o cuando ha sido pasado el £61 a

bala mdi. Esto nuestra que no sólo el efecto de cuello de botella ( Chao. 1990;

Duarte y cols.. 19921 sirio tairbiéní el tamaño miela población va a cai’ítnibuir y a influir

cmi la líeterogernn¿’idad de las virus RNA y cmi srm evalucióíí, al favorecer o suprimir

vaniamites doimímtiaiítes.

Por últinuío, se ha observado que los cam’rnbias tanto genéticos campo fenotípicos

adeniás de pradrícírse íí’íayanmtaniartíeiíte cuando los virus son pasadas a baja mdi,

venía hercios ita mr rentado, taníbién se producen en poblaciones virales concretas, en

los grie se acrírnríianl la irlayanía de los cambios.
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- En el £61 ,,.. se encuentran das cambios, cambios en el patrón de

“mismatehes” (en ENVJ, y un cambio en la secuencia de la ‘13 (Lys por His en la

posición 341, localizada fuera del lazo VSI.

- Emí el E se encuentra un cambias en el patrón de “mismatches” (en ENV>,

uní cambia en la secuencía de VS (en la posición 306, Ser pon Arg). y cambio en la

cinética de replícación 1 el virus se vuelve irás lento>.

- En el F - - denude encontramos un cairbia en la secuencia de la VS (en la

posición 302, Aso por Ile> y caníbia en el ECP pasando NSI a SI -

Estos var railes parece que son mayoritarios demutro de las “cuasi-especies” y

los que se imrpoiíe nioto “in vivo” caí-no “in vitre” quizas debido a su mayor

adaptalíilidad al acrLrnular y aceptar trayar número de carrbios.

Variaciones fenatípicas y genotipicas del VIH- 1 encontradas “in vivo”, tales

carne capavidatí de formar sincitios, niveles de replícación, tropismo celular, o

cambios crí la sr-’r:rmenícia de la región VS de la gp 120. las berros auservada cuando

virus domados son pasadas emí cultivos celulares (candiciomíes “in vitral. Dichas

modificaciones por tanto no son el resultado de estados particulares de la enfermedad

iii de alteraciones fisiológicas a miímroríoíógicas del paciente, ya que estas

rrodifmcacmomíes pueden erícontrarse dentro de <iii contexto controlado; es decir dentro

de <mmi sístemína de cíltívos celulares. En nírtestros resultados, se han producido

srístmtu<:íomíes míe arnmííoácmdos (Asmí par Ile, Ser por Arg y Lys por bbs> en el principal

lazo anítigéníico cola ‘13 de la gpl 20, (Goudsírit y cols., 1983; Paíker y cals., 1988;

Javaheriamí y cols - 1939, Meleen y vals., 1989; Emniní y vaIs., 1992> y cambios

fenatípicos (de NSI a Sí> Esto está en correlación comí lo observado en estudias

realizados ami domíímnmmes amítigénílcas de virus RNA, ceína en el virus de la fiebre aftosa
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(Diez y cals., 1989; 1990: Domingo y vals., 1992>, en el virus de la rabia

(Beomansaur y í:als -. 1992> en el virus de la gripe (Both y coís., 1983; Hacha y

vals., 1991), o cii lentivírus cairo el virus de la anení’]ia infecciosa equina (Carpenter

y vaIs., 19901.

Les camribios que berros detectado en los diferentes virus en cultivos de tejidos

pueden no temier relacmóíí can los que suceden ‘Un vivo”. Para coírprabaría hemos

analizada oír segundo aislairiernto del rtíismo pacmeííte después de 14 treses (259/91>.

El paciente se encontraba crí un estado irás avanzados en la enfermedad. Se

secuenció del lazo ‘13 encontrándose tres caitíbios can respecto a la secuencía

consenso del 561. Das de estos cairbios vainícidiar con los obtenidos en pases in

vitre’’ y sólo eí carimbio lor;alizado en la posición 317 (fin pan Ala> es localizado sólo

crí el vín os 259 Estos resultados mías penínitení pensar: pnimnera que lo que nosotras

estaníes observando “in vitre” sucede tarríbiémí “in vivo”, y en segundo lugar, en

contra de las neonias ya irencionadas, caicibios en la zona del lazo ‘13, principal

danriniio rneutralizante, pueden producirse tanta cii ausencia coma en presencia de

presión miíirrimíe. Todos estos resultadas podrían indicar que la variación intrínseca dei

virus y sri evolriusion estámí ejerciendo Liii iiiiportaríte papel crí la evolución de la

infer;c;ióií -

El percenta}e de heterogeneidad esturada considerando las poblaciones

analizadas desííríés de los pases, es <le tío 0,03% frente al total de los nucíeótidos

secríencíadas lo mine stípane aproxiiíiadartiente 3 rutaciamíes por genoma. Este

pOrm:emítsnJe es mínriy simuLar al encontrado al estudiar clomies individuales derivados del

FMDV de umía población vinal clocada tras pases liticos o de infección persistente en

cultivas celulares Sabrina y col., 1983; de la Torre y col., 1988>. Esto sugiere que
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prabableirente niás influenciada por los largos períodos de incubación, lo que debe

favorecer, durante su replicación, el aumento de variantes. Estas datos irían en contra

de las teorías que suponen que el alto grado de heterogeneidad y la alta variabilidad

observada está rotivada par la mayar variación del virus.

El rodela “irí vítro” que hemos desarrollado para el estudio de la variabilidad

del ‘1IH-1 resalta la dificultad de distinguir variantes virales que fortuitamente

aparecen (e incluso son dominantes> de aquellos que han sido seleccionadas par una

determinada actividad biológica bajo determinadas circunstancias (fisiológicas,

inmunológícas, etc,> ambientales.



6.- CONCLUSIONES
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1.- En un aislada natural del VIH-1 hemos encontrado un conjunto de variantes

con distintas características genéticas y fenotípicas, conforme al modelo de “cuasi-

especies”.

2< La técnica de detección de desapareamientas tras digestión con la

RNasa A o “misíratches”, nos ha permitida analizar la heterogeneidad genética de

una población vinal y determinar la proporción de cada variante en la población global.

3< Hemos reproducido en un sistema “in vítro” algunas de las variaciones

observadas en cl virus durante la infección.

4< El cairbio femíatípico de virus no sincitiales a virus sincitiales, relacionada

con la progresión de la enfermedad, ha sido observado también “in vitra”.

5. “lii vitre”, esto es en ausencia de presión inírune, hemos detectado

cairbíes de amnineácídas en V3, principal detenrtíinante antígénico de la gpl 20.

6< Dos de les tres cairbios de arrinoácidas observadas en la evolución “in

vitre” er~ VS y mu regiones adyacentes de la gpl 20, coinciden can las observados en

la evelur:mórí ‘‘ mo vlva -

7. La ursa de varmacmóíí de nucícótidas de 0,O
20/o, calculada después de 15

pases seriados en cultivos celulares, es cairparable a la obtennda en otros virus de

geneira RNA.
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8< Se ha observada que los pases a menor multiplicidad de infección

promueven la expresión de variantes en el VIH-1.
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