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La infeccion por el VIH produce citopatogenicidad directa
y como consecuencia la pérdida progresiva de linfocitos T
portadores del marcador CD4 en su membrana celular.
Ademas, las variantes de VIH con mayor potencial citopa-
tico son los tipos dominantes que surgen durante la pro-
gresion hacia las ultimas etapas de la infeccién'. Entre los
linfocitos T CD4+ infectados se distinguen dos poblacio-
nes, una mayoritaria que permanece activada y soporta
una replicacion virica muy activa, y otra minoritaria que
permanece en estado de reposo y no produce replicacién
virica o en todo caso ésta es minima. Sin embargo, en es-
te ultimo grupo de linfocitos el virus produce numerosas
alteraciones fenotipicas; durante el curso de la enferme-
dad los linfocitos T memoria sufren una sobreexpresién
de determinados marcadores celulares, que normalmente
estan ausentes o se expresan en bajo nivel en las células
no activadas y sin infectar. Asi, las células T CD4+ en es-
tado de proliferacion mueren por el efecto citopatico del
virus o son destruidas por la respuesta inmune, mientras
que las células T CD4+ memoria permanecen cronica-
mente infectadas e invisibles al sistema inmune. Esto ha-
ce que la vida media de un linfocito CD4+ con infeccién
productiva sea de entre 1y 2 dias®, mientras que la vida
media de una célula T CD4+ con infeccién latente tenga
una vida media de entre 6 y 30 meses. Recientemente se
ha calculado la tasa de eliminacién natural de esta subpo-
blacién de linfocitos memoria, obteniéndose que deben
transcurrir entre 10 y 60 afios® para que los pacientes so-
metidos a los actuales regimenes de terapia antirretroviri-
ca de alta eficacia (TAAE) queden totalmente libres de es-
tas células portadoras de virus. La amenaza constante que
supone la posible activacion de las células memoria y la
aparicion de mutantes resistentes a los fArmacos utiliza-
dos ha planteado la necesidad de combinar, con las tera-
pias actuales, algin agente activador de la expresién del
virus. Una vez activada la expresion virica, la respuesta in-
mune y el efecto citopatico del virus completarian la des-
truccién de estas células refractarias a los actuales fArma-
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cos y asi se conseguiria la erradicacion total del virus en
el paciente. El andlisis detallado de los factores que deter-
minan el efecto citopdtico nos reportard informacién clave
para aumentar en los pacientes la eficacia de los trata-
mientos terapéuticos.

Las proteinas accesorias del VIH desempefan un papel
decisivo en los mecanismos patogénicos desempefiados
por el virus. Mediante interacciones con factores celula-
res implicados en el mantenimiento de los procesos meta-
bélicos celulares, las proteinas accesorias consiguen opti-
mizar la utilizacion por el virus de la maquinaria celular. El
LTR del virus es mas activo en la fase G2 del ciclo celular.
La proteina Vpr detiene el ciclo de la célula infectada en
esta fase y asi maximiza la produccion virica en €l corto
periodo de supervivencia de la célula. Ademads, Vpr regu-
la la activacién e induce la apoptosis de los linfocitos in-
fectados. La proteina Vif, en determinadas células y per-
diendo su cardcter accesorio, desempefia un papel
esencial durante la replicacion del virus. Asi, en las célu-
las no permisivas, la proteina Vif incremgnta de 10 a 100
veces la infectividad del VIH. De alguna manera, Vif con-
trarresta el efecto antivirico de las células. El mecanismo
molecular desarrollado por Vifno se conoce, pero si se sa-
be que su efecto se localiza en una de las tltimas etapas
del ciclo de replicacion del virus (ensamblaje, gemacion o
maduracion). Las proteinas accesorias Vpu y Nef han sido
sefialadas como responsables de la inhibicidn de protei-
nas de la superficie de los linfocitos infectados. Ambas
proteinas colaboran en la eliminacién del MHC-I de la su-
perficie celular y de esta forma evitan que los linfocitos ci-
totoxicos detecten la presencia de las células infectadas.
Por un lado, la proteina Vp« induce la pérdida inmediata
de las moléculas del MHC-I que se esta sintetizando en la
célula, impidiendo su exposicion en la superficie de la cé-
lula*. Por otro lado, la proteina Nefinduce la endocitosis de
las moléculas de MHC-I que ya estan expuestas en la su-
perficie de la célula®. Esta inhibicion de las moléculas del
MHCH es selectiva, solo afecta a los alelos HLA-A y HLA-B.
Si bien esta inhibicién de la exposicion de las moléculas
de MHCHI no afecta a los alelos HLA-C y HLA-E y no es
total para los alelos HLA-A y HLA-B, el virus utiliza este
mecanismo para, sin llegar a una proteccién completa
frente al sistema inmune, conseguir debilitar la respuesta
inmune.

Igualmente, la proteina Nefy la proteina Vpu colaboran en
la inhibicién de la expresion del receptor CD4 en la su-
perficie celular, mediante mecanismos similares a los uti-
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lizados para inhibir las moléculas del MHC-I. El virus op-
timiza su infectividad utilizando dos estrategias: por un la-
do evita la reinfeccién por los viriones que estan gemando
de la célula infectada mediante la endocitosis del CD4 que
esta expuesto en la superficie de la célula infectada, y por
otro lado facilita la incorporacién de la proteina de la en-
vuelta a la nucleocapsida mediante la rotura de las inte-
racciones iniciales que se producen entre el CD4 y la pro-
teina de la envuelta, inmediatamente después de haber
sido sintetizadas ambas proteinas. Durante el ciclo de re-
plicacion virica, la proteina Nef es dispensable en el perio-
do transcurrido desde la transcripcién hasta la produccion
de virus. Sin embargo, la proteina Nef es critica en las eta-
pas tempranas del ciclo de replicacion, correspondientes
al periodo que va desde la adsorcién del virién hasta la in-
tegracién. En ausencia de proteina Vpu activa, el virus
producido por la célula infectada permanece unido a la
membrana de la célula y formando cadenas de particulas
viricas unidas entre si. Los virus deficientes en proteina
Vpu que producen este tipo de infecciones aberrantes
también producen efecto citopatico, probablemente debi-
do a la mayor concentracién de glucoproteina de la en-
vuelta y de molécula CD4 en la superficie de la célula.
Por tanto la proteina Vpu actia a dos niveles: en el reticu-
lo endoplasmico modifica el transporte de algunas protei-
nas de superficie y a nivel de la membrana plasmatica fa-
cilita 1a salida de viriones de la célula. De hecho, la region
amino terminal de la proteina estd formada por una acu-
mulacién de residuos hidrofébicos y este dominio puede
servir de anclaje a la proteina en la membrana’. El extre-
mo carboxi de la proteina esta constituido por dos hélices
anfipaticas que interaccionan con la molécula del CD4 y
constituyen el dominio citoplasmico de la proteina. La es-
tructura terciaria de la proteina completa no se conoce,
s6lo se han hecho estudios, por separado, con cada uno de
los dominios. Los datos disponibles hasta el momento ha-
cen pensar en la posibilidad de dos conformaciones dife-
rentes para la proteina segun esté interaccionando con la
membrana o en estado soluble’. Nosotros hemos compro-
bado mediante fraccionamiento subcelular que la mayoria
de la proteina Vpu se encuentra interaccionando fuerte-
mente con la membrana celular, comportandose como
una proteina integral de membrana. Ademas, la proteina
Vpu forma oligémeros, al igual que otras proteinas citopa-
togénicas producidas por virus liticos que también son de
pequefio tamafio y se integran en membrana produciendo
alteraciones en las membranas de bacterias y células de
mamifero®.

La citopatologia producida por el VIH en las células T
CD4+ se caracteriza por la formacién de sincitios o la
muerte individual de la célula. La formacion de sincitios
en las células infectadas precisa de la fusiéon entre mem-
branas celulares mediada por la proteina de la envuelta
del virus en la superficie de la célula y la molécula de CD4
en la superficie de las células adyacentes. Ademas, la fu-
sién celular, promovida por la interacciéon del CD4 con la
glucoproteina de la envuelta del virus, requiere la presen-
cia de iones calcio aunque es independiente de la concen-
tracién de iones magnesio. El Ca* es requerido para que
se produzca la fusion de membranas en un estadio poste-
rior a la unién de las dos proteinas. El proceso de muerte
de células individuales no esté claro. Dado que la cinética
de este tipo de muerte correlaciona con la cinética de la
infeccion, se ha sugerido que la muerte de células indivi-

duales puede ser el resultado de la acumulacion de efec-
tos subletales producidos por el virus.

Por otra parte, también se ha sugerido que las interaccio-
nes glucoproteina de la envuelta-CD4 dan como resultado
una continua distorsién de las membranas celulares. La
capacidad reparadora de la célula es insuficiente para
compensar esta agresion, y ésta seria la causa de la muer-
te de la célula. Se han observado variaciones en el conte-
nido intracelular tanto de iones como de otras moléculas,
y se postula que éstas deben estar motivadas por alguna
alteracién en la membrana celular®”. Una de estas varia-
ciones es el incremento en la concentracion de K intrace-
lular. La alteracién en los niveles de Na‘y K intracelulares
correlaciona con la induccion de efecto citopatico en la cé-
lula infectada. La proteina Vpu puede ser la responsable
de estas alteraciones en la célula infectada, ya que se ha
demostrado su participacion directa en la formacion de ca-
nales especificos de cationes en membranas artificiales
constituidas por bicapas lipidicas y en sistemas de mayor
complejidad como los oocitos de Xenopus y las células de
mono CV-1. Nosotros hemos visto que este efecto de la
proteina Vpu de permeabilizar iones en membranas es ex-
tensible al paso de moléculas de bajo peso molecular. To-
das estas observaciones, junto con el efecto estimulante
de la proteina Vpu sobre la salida de viriones de la célula,
conducen a un modelo en el cual la proteina Vpu se inte-
gra en la membrana de bacterias y células de mamifero y
modifica la barrera celular al transito de iones y moléculas
de tamafio pequefio. Esta distorsion de la membrana ter-
mina facilitando la salida de viriones a través de la mem-
brana.

La proteina Vpu es una proteina tardia que se expresa a
partir de los mismos mensajeros que la proteina de la en-
vuelta. Esto determina que en las células portadoras de vi-
rus con bajo nivel de replicacion virica su presencia sea
nula o minima y por tanto no se produzca el efecto pato-
génico de la proteina Vpu sobre estas células. En células
con infeccién productiva las cantidades de proteina Vpu y
proteina de la envuelta son semejantes. Es caracteristico
que tanto los sincitios como las células individuales con in-
feccion de VIH-1 activa experimenten degeneracion por
hinchazoén; el volumen de la célula llega a alcanzar tal
magnitud que la membrana celular no puede mantener su
integridad y se produce la lisis de la célula. Este fenome-
no tan comunmente observado es producido por las alte-
raciones del contenido i6nico intracelular inducidas por la
proteina Vpu. Otros lentivirus que carecen de proteina
Vpu, como el VIH-2, poseen otras proteinas que mimeti-
zan la funcién de la proteina Vpu. Igualmente, la proteina
Vpu también tiene el efecto estimulador de la salida de vi-
riones con los retrovirus primitivos que carecen de prote-
inas auxiliares.
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El andlisis filogenético de las secuencias de las cepas cir-
culantes de VIH-1 ha permitido clasificar las mismas en 3
grupos distintos, denominados M, N y O. De ellos, el M
es el responsable de la pandemia global de la infeccién por
VIH-1, mientras que los grupos N y O son minoritarios en
Africa ecuatorial occidental. En el grupo M se distinguen
a su vez 10 subtipos diferentes, denominados con las le-
tras desde la A ala ], con una distancia genética de, al me-
nos, el 15% en el gen gag y del 20% en env. Debido al feno-
meno de la recombinacion, las cepas recombinantes entre
dos o mds subtipos no son infrecuentes, y en algunas are-
as son las predominantes, como la A/E (CM 240) en Tai-
landia, la A/G (IbNG) en Africa occidental y la A/G
(Ka1153) en Kaliningrado (Rusia) '

En este estudio presentamos los resultados del analisis fi-
logenético de VIH-1 circulantes en Buenos Aires (Argen-
tina). Frecuentemente, la caracterizacion filogenética de
las cepas circulantes en una determinada area se ha he-
cho a base de secuenciar segmentos de los genes env y
gag. De acuerdo con estas secuencias, estudios previos
sugirieron que en Argentina predominaban los subtipos B
y F, encontrandose recombinantes B/F en una minoria de
individuos*’. En nuestro laboratorio, los resultados del
andlisis filogenético de transcriptasa inversa (TI) de indi-
viduos de Buenos Aires ha mostrado, por el contrario,
que:

1) Los recombinantes B/F se encuentran ampliamente ex-
tendidos en Buenos Aires, siendo mayoritarios en muje-
res y en usuarios de drogas inyectables (UDI).

2) Los puntos de recombinacion son los mismos en todos
los recombinantes, lo cual es altamente sugestivo de un
origen comun.

3) No se detectan virus de subtipo F “puro” (no recombi-
nante).

Todo ello sugiere que los virus previamente clasificados
como de subtipo F en Argentina son, en realidad, recom-
binantes B/F.

MATERIAL Y METODOS

Poblacién de estudio

Las muestras proceden de 52 individuos adultos infecta-
dos por VIH, 32 hombres y 20 mujeres, atendidos en hos-
pitales del area metropolitana de Buenos Aires. Los facto-
res de riesgo son: contacto heterosexual en 28 individuos
(13 hombres y 15 mujeres), contacto homosexual en 5
hombres, adiccién a drogas inyectables en 6 individuos (3
hombres y 3 mujeres), y desconocido en 13 individuos (11
hombres y 2 mujeres).

Preparacion de las muestras

Se obtuvieron células mononucleadas de sangre periférica
mediante centrifugacion de sangre completa sobre Ficoll.
Las células fueron lisadas con un detergente no iénico, y
el lisado fue sometido a tratamiento con proteinasa K. El
lisado celular sin purificar se utilizé para amplificacion de
secuencias de proteasa (PR), TI o V3 mediante reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) anidada o semianidada.

PCR y secuenciacion

Los primers utilizados para PCR fueron los 51gulentes
1)Segmento 5 de TL:

12, PCR: RT9 (5-GTA CAG TAT TAG TAG GAC CTA
CAC CTG TC-3") y RT-12 (5-ATC AGG ATG GAG TTC
ATA ACC CAT CCA-3).

22 PCR: RT-1 (5-CCA AAA GTT AAA CAATG G CCA
TTG ACA GA-3) y RT-4 (5-AGT T@A TAA CCC ATC
CAA AG-3)).

2) Segmento 3" de RT:

12. PCR: RTD-OS (5"-ATC TAT CAA TAC ATG GAT GAT
TTG TAT GTA G-3") y RTD-A (5-TAG CCA TTG CTC
TCC AAT TRY TGT GAT-3).

22. PCR: RTD-NS (5-ATA GGG CAG CAT AGA RCA AAA
ATA GA-3") y RTD-A.

3) Proteasa:

12. PCR: PR-O-S (5'-GCT AAT TTT TTA GGG AAG ATC
TGG CCT T-3") y PRO-A (5-TTT ATG GCA AAT ACT
GGA GTA TTG TAT GGA-3").

22. PCR: PR-T-S (5-AGC CCC ACC AGA AGA GAG AGC
TT-3") y PR-O-A.

4) V3:

12. PCR: JA167 (5-TAT CYT TTG AGC CAA TTC CYA
TAC A-3") y JA170 (5-GTG ATG TAT TRC ART AGA AAA
ATT C-3").

22 PCR: JA168 (5'-ACA ATG YAC ACA TGG AAT TAR
GCC A-3") y JA169 (5-AGA AAAATT CYC CTC YAC AAT
TAA A-3).

La presencia del producto deseado se comprobé median-
te electroforesis en gel de agarosa y tincién con bromuro
de etidio. Los productos amplificados se purificaron me-
diante digestion de los deoxinucleodtidos fosfatados
(dNTPs) y los primers presentes en la solucién con fosfa-
tasa alcalina de gamba y exonucleasa I, respectivamente;
y posteriormente se secuenciaron directamente utilizando
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