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INTRODUCCION

El virus de la inmunodeficiencia huma-
na (VIH), al igual que otros virus ARN, pre-
senta alta variabilidad genética in vivo*.
Este hecho estd mediado por mecanismos
moleculares que incluyen mutaciones,
recombinaciones, y frecuentes deleccio-
nes e inserciones™, Esta evolucién ha dado
lugar a dos grupos: M o mayoritarioy O, y
a la descripcion de 10 subtipos (A-J) den-
tro del grupo M*". Estudios epidemioldgi-
cos han concluido que, en cada area geo-
grafica, predomina un subtipo aunque
cada vez es més frecuente su intercambio
geografico®. El subtipo B es el responsable
de la primera epidemia en Europa, Améri-
ca del Norte y Australia®®,

El fenémeno de la variacién genética
plantea dos retos. El primero, la aparicion
de cepas de VIH-1 mutantes y resistentes a
fadrmacos tanto en pacientes que no han
sido tratados previamente (resistencia
natural) como en pacientes que reciben tra-
tamiento antiretroviral (resistencia adquiri-
da)'. En segundo lugar, el desarrollo de un
método efectivo de inmunizacién. El pro-
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blema es doble porque existen variaciones
espaciales y temporales. Por una parte,
cada area geografica presenta unos subti-
pos de VIH-1. Por otra, la distribucién global
de genotipos de VIH-1 evoluciona constan-
temente®”. Cualquier vacuna que se desa-
rrolle frente al VIH debera ser elaborada
especificamente para cada area geogréafica
de forma que vaya dirigida contra los subti-
pos del virus presentes en dicho area'.

Las variaciones genéticas y biol6gicas
del VIH-1 se han relacionado con el curso de
la enfermedad. Asi, cepas macrofago-tropi-
cas no inductoras de sincitios predominan
en la etapa temprana y asintomética de la
infeccién. Estas cepas mutan con el tiempo
y generan otras no macrofago-tropicas e
inductoras de sincitios que se imponen en
las etapas avanzadas de la enfermedad®.

La glicoproteina gp120 de la envuelta del
VIH-1 esté formada por 5 dominios variables
(V1-V5) y 4 constantes (C1-C4). El dominio
V3 estd localizado entre los aminoécidos
296 y 331 y es el principal determinante del
fenotipo bioldgico'™. Se ha sugerido que es
la carga neta de V3 la que influye en el tro-
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pismo celular y en la capacidad para formar
sincitios debido a que, en el curso de la
infeccién, se van sustituyendo aminoacidos
cargados negativamente o sin carga por
otros con carga positiva lo que modifica la
estructura secundaria de la proteina y, con
ello, sus propiedades bioldgicas'®".

Por otra parte, el dominio V3 es la diana
de la respuesta inmune®. Presenta un epito-
po central, formado por un tetrapéptido en
posiciones 17-20, con estructura secundaria
b, que es reconocida por los linfocitos T
citotoxicos y éstos sintetizan Ac neutrali-
zantes'". La secuencia consenso de las
cepas de Europa y Norteamérica es alta-
mente conservada y presenta Glicina-Proli-
na-Glicina-Arginina (GPGR) como tetrapépti-
do central de la V3 en el 63-80% de las cepas
segln las series estudiadas. La secuencia
consenso de las cepas africanas presentan
Glicina-Prolina-Glicina-Glutamina (GPGQ)"..

Inicialmente, se abordé el subtipado de
VIH-1 mediante técnicas de serologia pero
se comprob0 que el nimero de reacciones
cruzadas entre subtipos era demasiado alto
para ser una prueba valida. Actualmente, se
utilizan s6lo como prueba de screening. Sin
embargo, el estudio del VIH-1 mediante
genotipado por andlisis filogenético de frag-
mentos del gen env es un método veraz que
permite identificar con fidelidad los subti-
pos ‘. Es, por lo tanto, el método de eleccion.
Estudiar fragmentos mas largos puede cam-
biar la topologia del arbol filogenético pero
no altera la designacién de subtipo °. Los
alineamientos de secuencias de pol y env
han sido empleados para el establecimiento
de relaciones filogenéticas entre aislados. Es
necesario tratar estas secuencias con extre-
mo cuidado evitando errores que puedan
falsear los resultados de su analisis'.

Las distancias genéticas calculadas en
VIH y expresadas en % de divergencia son:
entre VIH-1 y VIH-2, 50 %; entre el grupo My
el O, 35 % ; entre los subtipos del grupo M, 25
%; entre cepas del mismo subtipo, alrededor
del 12 % (aumenta con el tiempo y con la dis-
tancia geografica); entre las cepas del mismo
individuo pero en distinto tiempo, alrededor
del 3,5 % y entre las cepas de un individuo en
el mismo tiempo, alrededor del 2 %.

Estudios con el objeto de conocer los
subtipos de VIH circulantes se han llevado a
cabo en otras areas geogrificas de América
(USA, Brasil), Asia (Tailandia), Africa
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(Marruecos, Uganda), y Europa (Francia, lia-
lia, Holanda, Reino Unido) y en Espaia en la
Comunidad de Madrid. En Navarra no se ha
realizado ningtin estudio con este objeto.
Pensamos que es de interés, clinico y epide-
miolédgico, porque ayuda a conocer caracte-
risticas especificas de la infeccién en nuestro
medio como punto de partida para optimar
los recursos econdémicos y las medidas asis-
tenciales destinadas a esta enfermedad.

MATERIAL Y METODOS

Seleccion de los pacientes

Treinta 'y cuatro personas infectadas
por VIH-1, que acudieron a la consulta de
Enfermedades Infecciosas del Hospital de
Navarra durante el periodo comprendido
entre Octubre del995 y Octubre de 1997,
fueron seleccionados para este estudio.
Ninguna de ellas habia recibido anterior-
mente tratamiento antiretroviral.

Muestras

De cada paciente se obtuvieron 8 ml de
sangre periférica que se recogieron en
tubos con EDTA. Siete mililitros de mues-
tra se destinaron a la obtencién de los lin-
focitos y el resto de la sangre se destiné a
la extraccion directa del ADN celular.

Obtencion de los linfocitos

Se separaron los linfocitos mediante cen-
trifugacién en gradiente de densidad. Se
tom6 un tubo para centrifuga estéril con
capacidad para 15 ml y se afnadieron 3,5 ml
de una solucién separadora de linfocitos
comercial. Se adiciond la sangre total sin
diluir dejandola resbalar lentamente por la
pared del tubo para que quede situada enci-
ma de la solucién separadora de linfocitos. Se
centrifugé 10 minutos a 626 g (2000 r.p.m.).

Se recogi6 la banda de linfocitos y se
transfirié a un nuevo tubo para centrifuga.
Se centrifugd nuevamente durante 10
minutos a 225 g (1200 r.p.m.). Se desechéd
el sobrenadante. Se resuspendieron los lin-
focitos en 1 ml de PBS de pH = 74 y se
guardaron a -70 ?C hasta su uso.

Extraccion del ADN celular

Inicialmente, el ADN total de las células
infectadas se extrajo directamente de 300
ml de sangre completa. Se utiliz6 el Kit
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comercial “Wizard genomic DNA purifica-
tion kit” de Laboratorio Promega. La
extraccion del ADN se llevo a cabo siguien-
do las instrucciones del fabricante. El ADN
extraido se guard6 seco a - 70 °C hasta el
momento de su uso. Antes de la amplifica-
cién del ADN, éste se rehidratdé con una
solucién tampdn a temperatura ambiente
durante 24 horas y se guard6 a -20 °C.

Extraccion del ADN de los linfocitos

En los casos en los que no se consiguioé
suficiente cantidad de ADN tras doble ampli-
ficacion por PCR, se extrajo nuevamente el
ADN celular de los linfocitos congelados. La
extraccién se llevo a cabo con el mismo kit
y siguiendo el mismo procedimiento.

Amplificacion del ADN

Se llevé a cabo mediante una doble
reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR). Se optimizaron las condiciones de
PCR para cada muestra. El fragmento
amplificado codifica el dominio V3 entero
y parte de los dominios C2y C3.

Primera PCR

Amplificacién de un fragmento de 2665
pares de bases (correspondientes a las
posiciones 6008-8673 de la secuencia com-
pleta del genoma del VIH-1) que se inclu-
yen en el gen env y que codifica casi toda
la Gp 120 y parte del péptido de fusion.

La mezcla de la reacciéon (50 ml) contenia
12,5 mM de cada desoxinucledtido (dNTP),
100 ng/ml de cada iniciador, 1,5 mM de Mg" y
1U de Taq polimerasa. La cantidad de mues-
tra que se agreg6 a la mezcla de reaccion fue
variable. Los siguientes iniciadores se utiliza-
ron: 60EU (24 bases y secuencia 5’GCCACA-
CATGCCTGTGTACCCACA3) como hebra
sentido del ADN (up) y 50EBND (29 bases y
secuencia  5"TAGCCCTTCCAGTCCCCCC-
TTTTCTTTTA3") como hebra antisentido
(down). El proceso de amplificacién se reali-
z6 utilizando el siguiente programa: un paso
inicial de desnaturalizacién a 94°C/5 minutos
seguido de 35 ciclos de desnaturalizacién a
94 °C/30 segundos, hibridacién a 55 °C/1
minuto y extension a 72 °C/2 minutos. La
amplificacion fue completada con un paso de
extension final a 72 C/10 minutos.

Segunda PCR o PCR nested

Amplificacién de un fragmento de 324
pares de bases (correspondientes a las
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posiciones 6584-6908 del genoma comple-
to del VIH-1) y que codifica el fragmento
que va desde mitad de C2 hasta mitad de
C3 de la glicoproteina Gp 120.

La mezcla de la reaccién (50 ml) conte-
nia 12,5 mM de cada dNTP, 100 ng/ml de
cada iniciador, 2 mM de Mg, 1U de Taq
polimerasa y 1-2 ml del producto de la pri-
mera PCR. Los siguientes iniciadores se
utilizaron ; 27EU (26 bases y secuencia
5’ ATAAGCTTGCAGTCTAGCAGAAGAAG3)
como hebra sentido del ADN (up) y 28DE
(26 bases y secuencia 5 ATGA-
ATTCTGGGTCCCCTCCTGAGGA3") como
hebra antisentido (down). El proceso de
amplificacién se realizé utilizando el
siguiente programa: un paso inicial de des-
naturalizacion a 94°C/5 minutos seguido
de 35 ciclos de desnaturalizacién a 94
°C/30 segundos, hibridacién a 55 °C/1
minuto, y extensién a 72 °C/1 minuto. La
amplificacién fue completada con un paso
de extension final a 72 °C/10 minutos.

Verificacién de la amplificacién

Una vez obtenido el producto de ampli-
ficacion, se visualizé, mediante electrofo-
resis vertical, en un gel de acrilamida
durante 2 horas a 120 V y posterior tincién
con bromuro de etidio. La identificacion se
hace por tamano, en comparacion con un
marcador de peso molecular comercial.
Los geles tefiidos con bromuro de etidio se
visualizaron con luz UV en transiluminador
y se dej6 constancia grafica del resultado
mediante fotografia instantanea.

Secuenciacién
Purificaciéon del producto de la PCR

Se utilizé el kit comercial “High Pure
PCR Product Purification kit” del Laborato-
rio Boehringer Mannheim. La purificacion
se llevd a cabo siguiendo las instrucciones
del fabricante.

Secuenciacion ciclica del ADN

Las muestras fueron secuenciadas
mediante proceso ciclico utilizando el kit
comercial “f-mol DNA cycle sequencing sys-
tem sample” de Laboratorios Promega.
Este proceso exige la adicién de un dNTP
marcado radiactivamente. Se utiliz6 dATP
marcado con 8. El procedimiento se llevo
a cabo siguiendo las instrucciones del fabri-
cante. Se utiliz6 el mismo iniciador 27EU de
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la segunda PCR. Como producto del proce-
so de secuenciacién, se obtuvo una mezcla
de fragmentos de ADN que contenia frag-
mentos de todos los tamafios posibles.

Electroforesis

Una vez terminado el proceso de
secuenciacion, los fragmentos de ADN
obtenidos se separaron mediante electro-
foresis vertical en gel de acrilamida al 6%
durante 3 horas a 45 w.

Autoradiografia

Cuando terminé la electroforesis, se
seco el gel a 80 2C durante 1 hora. Cada
fragmento de ADN emite una radiacién
capaz de impresionar una pelicula fotogra-
fica. Este proceso se prolong6 durante 48
horas. La pelicula se revel6 y la lectura de
senales sirvié para reconstruir la secuen-
cia del fragmento de ADN.

Analisis filogenético
Las secuencias de los acidos nucleicos

se redujeron a una longitud comin y se ali-
nearon con secuencias representativas de

los distintos subtipos del grupo M de VIH-
1 (subtipos A, C, D, E, F, G, H y los aislados
RF, MN, SF2 y LAI del subtipo B). Los
alineamientos, tanto de las secuencias de
4cidos nucleicos como de amino4cidos, se
realizaron con el programa “Clustal X" y
corregidos después manualmente.

Fl anélisis filogenético de los alinea-
mientos se realizé con el programa Phylip.
Las distancias genéticas entre cada par de
aislados se calcularon usando el programa
DNAdist (método Kimura dos-pardmetros)
y las asociaciones filogenéticas se determi-
naron usando el método neighborjoining.

RESULTADOS

En este estudio hemos analizado la
regiéon V3 de la glicoproteina gpl20 de la
envuelta del VIH-1. Treinta y cuatro mues-
tras se han estudiado. El ADN proviral de
cada muestra ha sido sometido a amplifi-
cacién por PCR y secuenciacion ciclica.
Las secuencias de nucle6tidos se traducen
en secuencias de aminoacidos y se mues-
tran en la Tabla 1. Los aminoacidos idénti-

Tabla 1. Secuencias de aminoacidos de la V, de la Gp120.

1 1111113112 2222222223 3333333334

4444444445 5555555556 6666666667 7

1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1
NA3 TIIVQLKEPV KINCTRPNNN TRKSINIG-- -PGRAFYATG DITIGDIRQAH CNVSLAEWNK TLTKIVAKLR E
NA40 ...... NKS. E.vovvinen vevnnn o T.. ....N..... ..I.KKD..N -KQ..G. ..
NA44 ...... 5 I S T.. oo .I.RTK..D ..RQ..5...
NA2G6 ...... NDT. D.H....... o - T.E -V........ .L.M.K..N S.KQTA5...
NA36 ..... INHT. D.H....... .00 R LS..HT. . Lo +..I.R.K.RD ..RHVAS...
NA33 ...... NDTI ...... v S. ..G.H.. LGLL LT [ S .+I.R....5 ..GQ.ARQ..
NA35 ........ AT Q.. viiiivn wunus H.. T > S -I.R....A ..KQ..K...
NAl H.N.S. E......... [ F S +oI.8....N ..RQV.D...
NA5SL ...... N.SI v...... G. «+R.PoLos ol To—= i ..I.R.K..N ..KQV....K
NAZ28 .. H.N.SI Q......... B 2 S S U LTILG. .. K. ..Y..AN..,.
NAl4 I..... NOSI E.H....... ..R.OPMLL. L F... ....... Y.Y ..L.R.K.VT S.KQV.5..5
NA23 ...... NKSI D.Y....... L.Q..P.. SK...T Al .. -.L.GE..G. A.RKQV.G...
NAL1L ...... T.AT D......... T A [ ....R.RLGD ..QQ.AK...
NA37 ...... NDSI D...... T. ceQWVPL L o e H......... «.L.ITQ..N ..RH.AK..I
NA3O P..... NKSI A.H..T... SQGLH. ... oL HS.¢ coveneeenn <HL.G...KN ..RQVAI..G
NA47 ...... NDSI E.ovvirene oaann Po... ... Yoo i ..L.R....N ..QQ.AT. ..
NA7 T T.AI E. I..... .EG.HF. G...TA., Q... .TI.S.K..N ..KQ..K...
NA20 ...... N.ST I...... H. EG.H. .. oh viiie AE Q.V....... ..L.YEQ..N ..KQV.D...
NAS52 ......... R H.... ..., TA. E......... ..L.R.T..N ..KQ..R...
NAZ2S5 V.,....... I E...ovou.. EL.PML L. oL F.oo «oViieaaan ++I.G.R..N ..KQ..KR..
NA21 .......... [ .Q..H.. L...L.... oo ..1.G.Q..N ..KQV.N..K
NAZ27 ...... T.A. EVH....... SOGLH. L. oL H.A. B...... E .I.RT...N ..5...R..K
NAB8  ...... NAS., E......... SROLBL L0 e T.. E.ovvvenn .I.E.K.EN ..RQ.AK...
NA45 ...... D.S. E......... ..G.H.. B e .+ I.K.K.EN A.EQ.AK...
NAlB I..... NKT. E......... T 3 S -.L.K...DG ..KQ.AT...
NA3Y9 ...... N.ST Viivevrien ounnn N R. .I.RTK..N ..EQ.TK...
NAL3 V..... N.S. V.H....... LOGLR. . s VH. Riveewni .I.R.D..N ..RQ.AI...
NA16 V...H.N.A. A.T....8.. ..... D.. Poool. Eovoineann .I.RKD..N ..E..AT...
NA24 V,..H.N.S. E..... L..I .R..HV. G L1.T -...K..... .I.R.K..N ..KQ..T...
NA22 I JHNGS, Evoooa..., «QG.HL. . G..... R S......... LL.SVK..D ,.GQ..K...
NA6 ...... N.TI BE......... D € < .I.8.K..V ..KQ..T..G
NAlO ...... NGSI A.D....... L T. G......... .I.R.K..G ..KQ..5..G
NA34 M..... N.SI EMD....... E..H.. 13 3 S Y .INRTK.QA ..KQ..T...
NALS A.....5QsS Dol EG.H. . J M.... LLL.R...TG ..KQ..T..S
NA32 N.SI A.E.A..... R..H.. .K..H EV...... .. .INRTG..G A.A...K...
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cos entre secuencias estan representados
por puntos; se introducen guiones para ali-
near las secuencias cuando una de ellas
presenta delecciones.

Las regiones V3 analizadas tienen una
longitud de 35-37 aminoacidos. Na-3 presen-
ta una deleccién doble en las posiciones 15
y 16, Na-51 y Na-45 sendas delecciones en
posicion 26 y Na-26 una deleccién en posi-
cién 27. El andlisis de la secuencia de ami-
noacidos demuestra que el tetrapéptido
central GPGR esté presente en 25 muestras.
En las restantes cepas se ha sustituido Argi-
nina por Serina (Na-36), por Glicina (Na-33,
Na-7 y Na-22), o por Lisina (Na-35, Na-23, Na-
32 y Na-34) y Prolina por Leucina (Na-21).

Una vez alineadas las secuencias, se
calcul6 las distancias genéticas de cada
muestra a un supuesto ancestro comin del
que se supone derivan todas las muestras.
El intervalo de distancias genéticas a este
ancestro es 3,5 % (Na-52)-11,6 % (Na-14)
con un valor medio de 7,9 %. Las divergen-
cias genéticas se determinan calculando
las distancias genéticas que separan a

VARIABILIDAD GENETICA DEL VIH-1 EN NAVARRA

cada una de las muestras con todas las
demas. El intervalo de divergencias es 7-25
% con un valor medio de 15,9 % (Fig. 1).
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Divergencia genética

Figura 1. Divergencias genéticas V3 Navarra.

En el arbol filogenético, todas las
secuencias navarras estan situadas en la
rama que representa el genotipo B (Fig. 2).

NA22 (0.09165)

lo.teous) [NA16]

AZ4
{0.08303)[NA1S

(0.0c439) NA39
(0.0691)

{0-05223)
NA4
(0.COONYNAB

lo.0cai5) NA4Y —————T==""
(0. 10825) NA30
(0.095%) NAR7

{0.03901) NALl
1006312)

(0.01242) NA RS

{0.1132) NA27"  (0.03q) NASG],

Figura 2.

VAZ1 44
(0.051ua)

/
ARG (0.08633)

NA33{0.08569)

NA34 (o.16295)
{0.07333)
o.0¢1as) NA1OQ, {0.0a15}
(0.0511a) NAG NA1S NA3Z
NA3S
(0.11385)
NA3 (o.08222}

NA40O (0.03466)
NAL1 (0. 05¥4}

NAS51 [0.0F 365)

NAZ28 (0.08335)

“NAl4@y

“NA7 NAZ23 (0 11003)

fo.09131}

NAZO (0.10595)

Arbol filogenético con distancias genéticas.

Subrayados: Homosexuales. Encuadrados: Virus con una caracteristica muy europea.
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La mayoria de los pacientes entraron
en ¢l estudio en el momento en que se con-
firmé su seropositividad frente al VIH-1.
Analizando los datos epidemiolégicos se
concluye que la infeccién por VIH-1 se esta
diagnosticando sobre todo en hombres
(82,3 %), usuarios de drogas por via paren-
teral (79,4 %) y de edad superior a 30 afios
(67,6 %).

DISCUSION

Analizando el fragmento del gen env que
codifica C2-V3-C3 de la glicoproteina gp120
de la envuelta del VIH-1, es posible generar
un arbol filogenético que es estadistica-
mente fiable y que agrupa las cepas de VIH
en subtipos. Nuestros resultados indican
que el serotipo de VIH-1 més frecuente en la
Comunidad Foral de Navarra es el B. Este
resultado estd de acuerdo los datos publi-
cados previamente referentes a que el mas
prevalente en Europa es el subtipo B.

La secuencia GPGR en el tetrapéptido
central de la V3 esta presente en el 73,5 %
de las cepas (n = 25). Las cepas que han per-
dido la secuencia GPGR presentan GPGK el
11,8 % (Na-35, Na-23, Na-32 y Na-34), GPGG
el 8,8 % (Na-33, Na-7 y Na-22), GPGS el 2,9 %
(Na-36) y GLGR otro 2,9 % (Na-21).

El perfil del paciente infectado por VIH-1
en la Comunidad Foral de Navarra es
varon, usuario actual o en el pasado de
drogas por via parenteral y de edad supe-
rior a 30 afios. La contribucion de la via de
transmision ha sido dificil de evaluar por-
que el nimero de muestras cuya transmi-
sion ha sido sexual es muy pequefio frente
al de transmision parenteral.

Los resultados hasta ahora obtenidos
son escasos. Este trabajo podria comple-
tarse estudiando otras zonas de la glico-
proteina Gp 120 y el péptido de fusion. Asi-
mismo, estdn puestas las bases para
estudiar el gen pol y detectar resistencias
naturales y adquiridas frente a los antire-
trovirales empleados en la terapia de la
infeccién por VIH-1.
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