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ACTUALIDAD

EL Virus del HIV-1 de Pacientes de May Harbor de Diferentes Sub-
tipos Filogenéticos: Las implicancias para la Evolucion de la Pan-
demia HIV/SIDA

Danuta Pieniazek, Luiz M. Janini, Artur Ramos, Amilcar Tanuri, Mauro Schechter, Jose M.
Peralta, Anna C. P. Vicente, Norman K. Pieniazek, Gerald Schochetman, y Mark A. Rayfield

Las variantes virales aisladas de pacien-
tes infectados con HIV a través del mundo com-
parten una diversidad notable, especialmente en
la glicoproteina de envoltura gp120. Los estudios
filogenéticos han agrupado a los aislamientos de
HIV-1 en ocho subtipos (A-H). No obstante, atin
dentro de una sola persona infectada, el HIV esta
presente como unas «cuasi-especies,» o un en-
jambre de variantes estrechamente conexas. Esta
diversidad genética, que en el caso del HIV-1 se
acumula a una tasa de aproximadamente una sus-
titucion de nucleétido por genoma por ciclo de
replicacién, da al virus una flexibilidad enorme
para responder a un amplio conjunto de presio-
nes de seleccion in vivo. Como una consecuen-
cia, la droga-resistencia y las mutantes inmuno-
légica se generan rapidamente en personas in-
fectadas mediante todas las etapas de infeccion.
Sobre una escala global, la pandemia del HIV se
reconoce como consistiendo de muchas epide-
mias separadas, cada una con una geografia ca-
racteristica, poblaciones afectadas, y tipo predo-
minante de cepa viral. Con unos estimados 15
millones de personas infectadas, la distribucion
geografica de los subtipos virales esta llegando a
ser mas dispersa, y estas demarcaciones son
ademas confundidas por la evidencia creciente
de infecciones mixtas.

La emergencia epidémica de infecciones
mixtas con variantes heterotipicas de HIV-1 e HIV-
2 han sido reconocidas por algin tiempo en las
areas geograficas donde ambos tipos de virus es-
tan presentes. Nosotros informamos estas infec-
ciones en Cote d’lvoire y Brasil (1,2); han sido
también informados desde la India (3). En con-
traste, las infecciones mixtas homotipicas de va-
riantes distintas de HIV-1 han sido sélo reciente-
mente sugeridas por la presencia de sueros de
ampliamente reactivos y la evidencia de recom-
binantes HIV de regiones geograficas en que cir-
culan multiples subtipos de HIV-1. La infecciéon
dual de HIV-1 en dos pacientes de Tailandia ha
sido demostrada por andlisis de secuencia de DNA
viral (4).

Como la pandemia de HIV-1 ha crecido,
la presencia simultanea de miultiples subtipos en
una region ha llegado a ser comun. Como conse-
cuencia, una frecuencia aumentada de infeccio-

nes mixtas de HIV-1 podria esperarse. Asi, hay
una necesidad de estimar la prevalencia y distri-
bucion geografica de este tipo de infeccion. El
andlisis de secuencia del DNA proviral de HIV ha
sido el método de eleccién para caracterizar la
diversidad genética del HIV. Sin embargo, debi-
do a las aun relativamente limitadas determina-
ciones de secuencia de fragmentos pequenos por
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) por
consumir mucho tiempo y ser muy laboriosos,
este método no es particularmente practico para
estudios moleculares epidemiolégicos a gran es-
cala. Para solucionar este problema, hemos de-
sarrollado un método genético basado en el poli-
morfismo del sitio de restriccién para analizar las
infecciones mixtas homotipicas por HIV-1 dentro
de poblaciones infectadas. El concepto de este
ensayo esta basado en la correlacion observada
entre los mapas de restriccién del HIV-1 aislados
con su clasificacién filogenética, que esta basa-
do en los datos de secuenciaciéon. Asi, ciertas
enzimas de restricciébn pueden usarse para pre-
decir el filogrupo de HIV-1 de muestras infecta-
das. Las diferencias en movilidad electroforética
de productos de digestion de endonucleasas re-
sultan del polimorfismo del sitio de restriccion
en la seleccion del genoma del HIV-1 y permite el
rapido reconocimiento de distintos subtipos filo-
genéticos. Un fragmento 297 bp pol que mide el
den de la proteasa viral entera se usa para nues-
tro analisis. El gen viral es ampliado por nested
PCR que usa templados de DNA, células mono-
nucleares de sangre periférica sin cultivar (PBMC)
o cultivo viral. La clasificacién preliminar de ce-
pas de HIV-1 en bien definidos subtipos A, B, C,
D, y F es hecha por analisis de restriccidon
secuencial por endonucleasa. El polimorfismo de
restriccion Alul en el gen de la proteasa en un
PCR ampliado divide a las cepas virales en dos
grupos: los subtipos B y D pertenecen a un gru-
po, y los subtipos A, C, y F a otro (Figura 1A ). La
diferenciacién adicional de los subtipos de HIV-1
dentro de esos dos grupos es realizado por anali-
sis de patrones de digestion enzimatica del gen
proteasa por Hinfl, Bcll, Mael, Spel, y Scal
(Pieniazek et al., manuscrito en preparacion). Los
modelos de migracion electroforética visualiza-
dos por coloracion de bromuro de etidio o por
sondas radiomarcadas se determinan en un gel

20 Revista de Enfermedades Infecciosas Emergentes, vol.1 n.3. Setiembre 1997 (Versién Electrénica)


https://core.ac.uk/display/288491255?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

al 10% de acrilamida. En infecciones unicas, se
detecta un tinico modelo de restriccion, mientras
que en infecciones multiples que involucran ce-
pas de distintos subtipos de HIV-1, son observa-
dos complejos modelos de digestion en perso-
nas infectadas. Como ejemplo, en la Figura 1A,
presentamos tres modelos distintos de restriccién
Alul del gen la proteasa que son caracteristicos
para infecciones Unicas por subtipos virales de
A, C,y F (modelo # 1) y por subtipos By D (mode-
los # 2 y # 3). En la Figura 1B, mostramos una
combinacion tipica de dos modelos distintos de
restriccion Alul (#1 y # 2) encontrados en un pa-
ciente infectado con dos cepas virales de subti-
pos F y B. Basados en nuestro analisis sobre la
region conservada del gen de proteasa, deberia-
mos detectar la mayoria de las cepas de HIV-1;
sin embargo, algun aislamiento altamente diver-
gente puede escapar a la amplificacion de PCR
como resultado de desigualdades de los primers.
Ademas, desde un so6lo nucledétido la sustitucion
podria o generar o destruir un sitio de restriccién,
el analisis de sucesién permanece como la he-
rramienta definitiva para identificar variantes de
infecciones maultiples. No obstante, este ensayo
puede aplicarse convenientemente para
screening de un nimero grande de muestras.
Usando este método, hemos realizado el
screening de 208 muestras de DNA proviral de
HIV-1 recolectados de paises en Sudamérica, Afri-
ca, y Asia donde se encuentran cepas de distin-
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Figura 1.

A.Tres patrones de digestion distintos Alul de los genes de
protease por PCR representando una séla infeccién por HIV-1
por cepa viral del subtipo A, C, y F (patrén # 1), y subtipos By
D (patrones #2 y #3).

B.La presencia de dos patrones distintos de digestion Alul (#1
y #2) de la proteasa del gene en PBMC del paciente dualmente
infectado por cepas virales del subtipo Fy B (lane 3). La flecha
indica el fragmento diagnéstico detectado por hibridacién con
probe radiactiva (2). MW representa el peso molecular del

marcador OX 174 RF DNA digerido con Haelll

tos subtipos de HIV-1. Observamos la presencia
simultanea de dos modelos distintos de diges-
tion en PCR del gen de la proteasa amplificada
(Figura 1B) en 31 muestreos; nuestra observa-
cion sugiere la superinfeccién con cepas de HIV-
1 de distinto origen. Para eliminar la potenciali-
dad en el laboratorio de contaminacion cruzada,
analizamos los modelos de restriccion del gen
de la proteasa de multiples alicuotas del PBMC
del paciente. Ademas, el analisis fue repetido en
el DNA de un segqundo muestreo de sangre reco-
lectadas de cada uno de los pacientes. Los anali-
sis para los primeros cinco de 31 pacientes se
completaron, y los datos se resumen aqui (los
detalles estan en Janini et al., manuscrito en pre-
paracién). Secuencia y analisis filogenético del
gen de la proteasa (Figura 2) en PBMC de esos
cinco pacientes con infecciones duales confirma-
das ocasionado por cepas de subtipos de HIV-1
By F en una persona (Br5), subtipos F y D en otro
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Figura 2

Clasificacién filogenética de cepas de HIV-1 en pacientes
dualmente infectados. Secuencia de HIV-1 de infecciones
duales (Br5, 19, 20 y 22) estan indicadas con flechas, y la
cepa principal en el nino infectado (Br30) en un recueadro.
Las tres fueron construidas en base a la secuencia de DNA de
la proteasa del gen usando el método de maxima probabilidad
por el programa fastDNAml (6). La secuencia de proteasa SIV-
cpz fue usada como grupo externo. Los distintos subtipos de
HIV-1 estan delineados. La escala de la barra muestra la
relacién de la sustituciéon de nucleétidos dados por la longitud
de la rama horizontal. La distancia vertical esta realizada s6lo
para fines de claridad.
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paciente (Br22), y subtipos C y D en una pareja
casada (Br19 y 20). Ademas, en el nino (Br30) de
esta pareja, dos modelos distinto de digestion por
Alul fueron encontrados también; la cepa mas
importante de HIV-1 se agrup6 entre el subtipo C
del virus de los padres. La cepa menor de este
nino es probable que represente el subtipo D,
pero no hubo suficiente material para el clonado
y secuenciado adicional de esta cepa.

La deteccidn de las infecciones multiples
homotipicas y heterotipicas de ocurrencia natu-
ral pueden tener importantes implicaciones para
la inmunoterapia porque la infeccién con un sub-
tipo de HIV no puede proteger totalmente contra
superinfecciones subsiguientes con cepas distin-
tas de HIV. Sin embargo, nosotros no sabemos si
la adquisicion del virus en los pacientes adultos
doblemente infectados fue secuencial o simulta-
nea. No obstante, las consecuencias de infeccio-
nes mixtas pueden afectar profundamente la ca-
pacidad del virus para cambiar y puede modifi-
car la direccion de la pandemia mediante mode-
los alterados de patogénesis viral, aumentar va-
riacion genética mediante recombinacion, y la ge-
neracion de viriones pseudotipos, incluyendo
particulas fenotipicamente mixtas del virus. Esta
por ser anticipado que tales sucesos ensancha-
rian finalmente el trofismo celular para el HIV y
comandando el diseno de inmunoterapias poli-
valentes. Finalmente, nuestros datos juntos con
el recientemente publicado analisis genético del
HIV-1 y el HIV-2 (5) sugiere que muiltiples infec-
ciones homotipicas con las cepas divergentes de
HIV pueden ser mas comunes que lo que se pen-
saba anteriormente. La prueba de screening des-
crita aqui sera util en estimar la incidencia de

tales infecciones de HIV-1. Creemos que esta in-
formacion es crucial para tanto las evaluaciones
de la pandemia como para el desarrollo de estra-
tegias de intervencion.
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