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RESUMEN 

 

El VIH-1 tiene la tasa de recombinación más alta reportada para cualquier entidad 

biológica, y este proceso contribuye en gran medida a la variabilidad del genoma viral. 

Aunque la recombinación puede ocurrir en todo el genoma, se ha reportado que existe un 

punto de alta frecuencia de recombinación ubicado en el gen env, que codifica las proteínas 

de superficie gp120 y gp41. 

Dado que la recombinación ocurre en cada ciclo de transcripción inversa, su detección 

depende de la frecuencia de superinfecciones o coinfecciones con virus genéticamente 

distinguibles en una población. 

El objetivo de este trabajo ha sido analizar el efecto de la recombinación genética 

intrasubtipo en la evolución del gen env en el virus de inmunodeficiencia humana-1 

Las secuencias se obtuvieron de la base de datos de VIH de Los Alamos, usando como 

criterios que la secuencias Env estuvieran completas, y se tratara de virus que circularon 

en dos regiones en un período de 4 años consecutivos, para maximizar la probabilidad de 

detección de recombinación. Posteriormente, las secuencias se analizaron con VIH-TRACE 

para identificar grupos de transmisión. Posteriormente se usó RAPR para detectar eventos 

de recombinación dentro de cada grupo y finalmente se realizaron análisis de detección 

de selección natural, de diversidad, presencia de epítopes CTL, y de sitios de glicosilación 

y predicciones de uso de correceptor comparando las secuencias recombinantes y no 

recombinantes. 

Se lograron identificar 70 clusters de transmisión pertenecientes a Estados Unidos y 

Alemania, y se analizaron aquellos con más de 20 secuencias. Con estos datos se calculó 

que la frecuencia de recombinación intrasubtipo era de 13.4 eventos de recombinación 

por genoma. Además, se encontró que las secuencias recombinantes tienden a ser más 

variables, tener más sitos de glicosilación, y lo que podría indicar que la recombinación 

podría contribuir al escape de sistema inmune del VIH.  
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ABSTRACT.   

 

VIH-1 has the highest recombination rate reported, and this process greatly contributes 

to the variability of the viral genome. Although recombination can occur throughout the 

genome, the presences of a recombination hotspot located in the gene env, which 

encodes for the surface proteins gp120 and gp41, has been reported.  

Since recombination events occur at each reverse transcription cycle its detection 

depends on the frequency of superinfections or coinfections with genetically distinct 

viruses in a population. 

The aim of this study was to analyze the effect of intra-subtype genetic recombination on 

the evolution of the env gen in the human immunodeficiency virus-1. To this end 

sequence data was gathered from Los Alamos VIH Databases, with the following criteria: 

full Env sequences from two geographical regions collected in four consecutive years. 

Subsequently, the data sets were analyzed with VIH-TRACE to identify transmission 

groups. RAPR was then used to detect recombination events within each group, and 

analysis of natural selection detection, diversity, CTL epitope detection, glycosylation site 

detection, and co-receptor analysis were performed between recombinant and non-

recombinant sequences. 

In this analysis more than 70 transmission groups were identified, which corresponded 

to sequences from the United States and Germany. Data sets with more than 20 

sequences were analyzed for recombination, estimating a recombination rate of 13.4 

recombination events per genome for 417 recombinant sequences. Additionally, the 

diversity a number of glycosilation site is larger in recombinant sequences suggesting a 

role for recombination in immune escape.  
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INTRODUCCIÓN. 

A casi 39 años de la identificación del virus de inmunodeficiencia humana (VIH), la 

evolución de este virus ha sido objeto de investigaciones por ls consecuencias clínicas y 

epidemiológicas que ha tenido su diversificación conforme se ha esparcido a distintas 

regiones, países, grupos étnicos, hasta en estratos socioeconómicos. Además, dentro de 

cada paciente infectado el VIH evoluciona continuamente, infectando diversas poblaciones 

celulares, estableciendo nichos de latencia, y generando subpoblaciones capaces de 

escapar del control inmunológico. El VIH fue identificado en 1983, y se demostró que era 

la causa del síndrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) en 1984, y los esfuerzos de 

investigación se han enfocado a la generación de fármacos antivirales y la creación de una 

vacuna, por lo que se identificaron las proteínas virales que pueden ser el blanco de 

fármacos y anticuerpos que permiten controlar y prevención la infección [1].  

 

DESCUBRIMIENTO DEL VIRUS DE INMUNODEFICIENCIA HUMANA  

El VIH-1 se identificó a partir de la descripción de una nueva enfermedad en la década de 

los 80´s en jóvenes y adultos previamente sanos que no debieran presentar 

inmunodeficiencias, se trataba principalmente de individuos del sexo masculino con 

afecciones como diarrea crónica, neumonías, linfodenopatías, y cánceres inusuales como 

el sarcoma de Kaposi o linfomas No-Hodkings [2,3]. Los síntomas poco a poco se fueron 

asociando en sectores específicos de la población como usuarios de drogas inyectadas, 

homosexuales, trabajadoras sexuales y personas que recibieron transfusiones sanguíneas, 

además de una alta incidencia de transmisión materno-fetal [4]. Esta información permitió 

establecer que el riesgo de transmisión aumentaba con el contacto con sangre de personas 

infectadas y prácticas sexuales sin protección. Adicionalmente, los estudios de laboratorio 

indicaron una disminución significativa en el recuento de las células sanguíneas y 

linfocitos TCD4+ [5, 2, 6]. 

En 1986 el Doctor Luc Montagnier y colaboradores en el instituto Pasteur de Francia, 

reportaron el aislamiento de un nuevo agente a partir de nódulos linfáticos de individuos 

asintomáticos, que presentaban linfoadenopatía generalizada de origen desconocido, 

posteriormente asignada como LAV o linfoadenopatia asociada a virus por sus siglas en 

inglés, además se detectó una alta actividad de transcriptasa reversa magnesio 

dependiente (RT, reverse transcriptase) característica de retrovirus previamente 
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reportados, y un tropismo por células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) 

específicamente linfocitos TCD4+ [14]. De manera paralela el grupo de trabajo del doctor 

Robert Gallo en el National Cancer Institute en Estados Unidos también aisló el agente y 

pudo demostrar que este virus era el causante de las afecciones reportadas [5, 7, 8]. 

EPIDEMIOLOGÍA EN EL MUNDO 

Mundialmente, el VIH / SIDA continúa siendo una pandemia global que representa un gran 

problema de salud pública de primer orden, con grandes repercusiones demográficas, 

sociales y económicas. Esto se constata cada año con los datos de la ONUSIDA del 2022, se 

reportó que en el año 2021 existían 38.4 millones [33.9–43.8 millones] de personas 

viviendo con el VIH en el mundo. En ese mismo año, alrededor de 1.5 millones [1.0 –2.0 

millones] de personas se infectaron por primera vez con el VIH y 860,000 personas 

fallecieron por enfermedades que se relacionan con el SIDA [9].  

Desde la identificación del VIH, las infecciones han crecido exponencialmente y el 

desarrollo de medidas preventivas y terapéuticas se volvieron prioridad.  En 2021, el 75% 

[56%–88%] de toda la población que vive con VIH obtuvo acceso al tratamiento. Desde el 

pico alcanzado en 1997, las nuevas infecciones por el VIH se han reducido en un 54%, aun 

así, los nuevos casos no cesan y tristemente el 49% de todas las nuevas infecciones es 

representado por mujeres y niñas en 2021. Otro dato actual y perturbador en el progreso 

de esta epidemia fue el hecho de tener confinamiento y diversas restricciones que se han 

dado por otra pandemia en desarrollo como lo es la de COVID-19 la cual llevó a 

interrumpir las pruebas y tratamientos de VIH, lo cual provocó fuertes caídas en los 

diagnósticos y por consiguiente retraso en el inicio del tratamiento contra el VIH. 

Se sabe que el número de nuevas infecciones se ha incrementado en el este de Europa y en 

el sur y centro de Asia en un 37%.  En 2019, se estimaron 34,800 nuevas infecciones por 

VIH en Estados Unidos [10]. Para el 2020 se estima que en Alemania hay 110,000 personas 

viviendo con VIH con el aproximadamente 83% con acceso a tratamientos retrovirales y 

para ese mismo año hubo 3,100 nuevas infecciones (Tabla 1) [9, 10].  

Tabla 1. Estadística regional de Europa y Norteamérica, México y el mundo 2021. 
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GENERALIDADES DEL VIH 

ORIGEN Y CLASIFICACIÓN  

El origen del VIH ha sido el resultado de diferentes saltos zoonóticos de retrovirus entre 

humanos y monos El SIDA es causado por dos tipos de VIH:  VIHI-1 y VIH-2, el primero se 

distribuye por todo el mundo y el segundo es endémico de África Oriental, en este último 

las afecciones inmunológicas son distintas y con una progresión lenta, periodos 

asintomáticos más largos y una tasa de mortalidad menor [11].  

Se ha descrito que el VIH tipo 1 se origina de otro muy similar que es el virus de 

inmunodeficiencia simiana del chimpancé (SIVcpz, por sus siglas en inglés), [5, 7, 11,12]. 

Utilizando modelos evolutivos que utilizan reloj molecular, se pudo estimar cuando que el 

salto de especie tuvo lugar hacia principios del siglo XX con más de una introducción a la 

población humana, posiblemente ocasionados por la caza de chimpancés destinados a su 

consumo [7, 12]. Por otro lado, el VIH tipo 2 tiene su origen del SIV, pero del mono 

mangabey ahumado (sooty mangabey en inglés, SIVsmm) [13] teniendo una historia 

evolutiva distinta.  

Cada uno de los eventos de transmisión zoonótica ha generado un linaje distinto 

(denominados grupos) del VIH: dentro del VIH-1 se encuentran los grupos M (“main”), O 

(“outlier”), N (“new”) y P; mientras que en el VIH-2 los grupos van de la A a la H. El grupo 

M perteneciente al VIH-1 es responsable de la pandemia y se ha diversificado en nueve 

subtipos (A, B, C, D, F, G, H, J, K) (Figura 1), los cuales tienen algunas diferencias en su 

biología y en su distribución geográfica [13]. 

En cuanto a la prevalencia de este virus, Sudáfrica, en particular, sufre la peor parte de la 

epidemia del VIH-1, donde aproximadamente el 20% de los adultos viven con VIH-1 y más 

del 98% de las infecciones son causadas por el VIH-1 subtipo C. A pesar de esto, la mayoría 

de las investigaciones sobre el VIH-1 se han centrado en el subtipo B, que constituye solo 
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el 12% de las infecciones y es prevalente en Europa occidental y central, América y Oceanía 

(Fig 2) [13]. 

 

Figura 1. Descripción esquemática de la clasificación del VIH.  Esta se basa en tipos, grupos, 

subtipos, sub-subtipos y formas recombinantes. 

 Se ha podido describir que las altas tasas de mutación en el virus es lo que proporciona 

una gran variación creando linajes que son distintos entre sí pero que coexisten en 

cualquier momento en un individuo infectado, identificando a estas variaciones como 

cuasiespecies, que contribuyen de manera importante al escape del control inmunológico 

y a la generación de virus resistentes a los fármacos antivirales [1]. 
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Figura 2. Subtipos de VIH-1 en su distribución Global. Se representa con círculos de colores 

los diferentes subtipos y el tamaño representa el número de personas que viven infectadas 

en cada región. En Europa y el continente americano el subtipo que predomina es el B [12]. 

 

ESTRUCTURA DEL VIH GENOMA Y PROTEÍNAS 

El VIH taxonómicamente se ubica en el género Lentivirus, el cual pertenece a la familia 

Retroviridae. Estos virus se van a caracterizar por tener un genoma que presenta dos 

copias de una molécula de ARN+ de cadena sencilla, de ~10 kb en un virión, por lo que se 

denominan pseudodiploides. Los retrovirus particularmente se encuentran en 

vertebrados, y el ciclo biológico de estas entidades va a depender de una polimerasa, 

conocida como transcriptasa reversa (RT), que utiliza el genoma viral de ARN como 

templado y sintetiza una molécula de ADN de doble cadena, llamada provirus. El ADN 

proviral se integra al genoma de la célula hospedera y por ambos lados contiene 

secuencias largas repetidas (o LTR, por sus iniciales en inglés) que se generan durante la 

retro-transcripción [1,14]. 

 

El VIH en su genoma va a incluir tres genes, los cuales son primordiales de los retrovirus, 

los cuales van a codificar para proteínas estructurales y enzimas necesarias implicadas en 

la replicación y maduración del virus. Los 3 genes principales son: gag (gen de antígeno 

grupo-específico), pol (polimerasa) y env (envoltura). Este genoma también contiene 
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marcos abiertos de lectura (ORF) que están traslapados y que codifican para proteínas 

reguladoras o accesorias (Figura 3). Las proteínas que cumplen un papel de regulación, 

que son: Tat y Rev, se involucran en los mecanismos tempranos de transcripción y splicing; 

además, las tenemos proteínas accesorias como: Vpu, Vpr, Nef y Vif, que benefician los 

procesos para la integración del genoma lo que permite la replicación del virus in vivo y la 

evasión de la respuesta antiviral (Figura 4) [14,16]. 

 

Las LTRs van a servir como enlace al genoma celular lo que va a facilitar la unión de 

diversos factores en la transcripción de los genes virales [15]. 

 

Figura 3. Esquema de la organización del genoma del VIH-1. Se muestran los tres marcos 

principales de lectura abiertos (ORF) los cuales son: gag, pol y env y seis ORFs que 

codifican para las proteínas accesorias. [16]. 
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Figura 4: Esquema de la estructura del VIH-1.  Se muestran las proteínas que componen la 

estructura del al virión. SU: proteína de superficie, TM: transmembrana, MA: matriz, CA: 

cápside, NC: nucleocápside, PR: proteasa, RT: retrotranscriptasa, IN, integrasa [16]. 

 

PROTEÍNAS ESTRUCTURALES 

El gen gag precursora de la poliproteína Gag (Pr55Gag) da lugar a seis proteínas maduras: 

p1, p2, p6, p7, p17 y p24 [17].  CA (p24) forma la cápside del virus, la cual va a favorecer 

las interacciones entre Gag. p7 forma la nucleocápside (NC) que facilita la transcripción 

reversa, protege al genoma de las nucleasas, facilita la incorporación de un tARN que 

funciona como iniciador en la retrotranscripción a la partícula viral, y que es fundamental 

para contener el genoma del virus.  

El gen pol es una poliproteína que se conoce como Gag-Pol (Pr160/Gag-Pol) y da lugar a 

tres enzimas: proteasa (PR), transcriptasa reversa (RT) e integrasa (IN) [17,18]. La 

proteasa será la encargada de procesar los polipéptidos en el proceso de gemación del 

nuevo virión y esto permite que ocurran cambios morfológicos y estructurales durante la 

maduración viral [15]. La retrotranscriptasa es un ADN-polimerasa dependiente de ARN 

y ADN que lleva a cabo actividad de ARNasH que va a degradar la cadena original de ARN 

viral, sin actividad de exonucleasa 3´-5´. La RT tiene una baja fidelidad lo cual da espacio a 

una alta tasa de mutación ~3.4x10-5 errores por ciclo de replicación, y esto provoca 

recombinación durante el proceso de la retrotranscripción ya que se esta cmabiando de 

molde al usar ambas cadenas de ARN viral. Por último, la integrasa (IN) es la que permite 

que se integre el genoma del virus dentro de la célula hospedero [14]. 

 

El gen env codifica para un polipéptido que es una glicoproteína de 160kDa (gp160), este 

se fragmenta a travez de una proteasa celular que da lugar a dos glicoproteínas, una de 

superficie (SU) o gp120 la cual se encuentra, como su nombre lo indica, en la superficie del 

virus y la otra glicoproteína de gp41 o transmembranal (TM) que se localiza justo en la 

región transmembranal del virión. SU o gp120 contiene cinco dominios variables (V1-V5) 

y cinco dominios conservados (C1 C5). gp41 consta de un dominio extracelular, que 

contiene el péptido de fusión (FP), regiones de héptadas repetidas (HR1 y HR2), la región 

externa proximal de la membrana (MPER), un dominio transmembranal (TMD) y una cola 

citoplásmica (CT). Se muestra una representación ampliada de la gp41 CT para resaltar 

varios motivos: la señal de internalización YSPL, la secuencia de Kennedy (ks), las hélices 
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α anfipáticas LLP-1, -2, -3 y un motivo de dileucina terminal C (LL) implicado en la 

endocitosis y la distribución intracelular de Env (Figura 5) [5, 19]. 

 

Estas proteínas al asociarse con gag van a formar trímeros los cuales van a producir 

espículas en la envoltura del virus. Gp120 presenta motivos de unión a los receptores 

celulares de CD4 y a los receptores de quimiocinas CXCR4 y CCR5. 

 

Figura 5. Representación lineal de la glicoproteína de Env. Se muestra el sitio de corte de 

gp160 dando a gp120 y gp41, SP indica péptido señal. En gp120 los dominios variables 

están indicados de V1 a V5 y los conservados de C1 a C5. En el ectodominio de gp41 se 

indica FP: péptido de fusión N-terminal, HR1 y HR2: dos regiones heptadas. La región de 

transmenbrana, TMD esta indicada como el rectángulo a amarillo y apartir del animoácido 

150 se inicia la cola citoplasmática o CT. Los motivos implicados en el transporte e 

internalización son YSPL: Tyr-Ser-Pro-Leu (tirosina+Serina-Prolina-Leucina). Motivos 

helicoidales putativos o péptidos lentivirales líticos: LLP-1. LPP-2 y LPP-3[5]. 

 

CILCO DE REPLICACIÓN 

Reconocimiento y adhesión.  

Este virus va a infectar aquellas células que posean receptores CD4, identificado como el 

receptor principal, este reconocimiento da inicio a la replicación. El receptor CD4 se 

encuentra presente en linfocitos T cooperadores, macrófagos CD4+ y en algunas células 

dendríticas. El procesamiento proteolítico de gp160 es absolutamente necesario para la 

actividad fusogénica de Env y, por tanto, es esencial para la infectividad viral. Después de 

la escisión, gp120 y gp41 permanecen asociadas por interacciones no covalentes, 

conformando una espícula homotrimérica en la superficie del virión.  
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En el proceso de entrada del VIH a la célula es necesaria la unión del loop V3 de gp120 a 

un correceptor celular ya sea CXCR4, CCR5 o ambos. Se sabe que en su mayoría se usa al 

correceptor CCR5, pero conforme la infección progresa, los viriones generados pueden 

usar el correceptor CXCR4, o ambos, esta habilidad de usar uno u otro correceptor, está 

mediada por la variación genética en el loop 3 o región variable (V3) de gp120[21], el cual 

modifica el tropismo del virus. 

Entrada 

La unión de gp120 con el receptor y correceptor produce cambios conformacionales en la 

partícula viral exteriorizando el dominio de fusión de gp41, lo que permite la unión de la 

membrana viral y celular dando la entrada del virus a la célula hospedero [20]. El VIH-1 

ingresa a las células al fusionar su membrana con la membrana plasmática (PM) de las 

células diana. La vía de internalización a nivel de superficie celular es la vía principal para 

la entrada del VIH en las células que expresan CD4 permisivas. Las GTPasas Rho: RhoA, 

Rac1 y Cdc42 participan en este proceso, al promover la estabilización del complejo de 

fusión y la formación y expansión de poros de fusión en la superficie de la célula hospedera 

a través de la remodelación del citoesqueleto. El poro de entrada se estabiliza mediante la 

actividad de GTPasa de la dinamina, lo que facilita la liberación de la cápside que contiene 

el genoma del virus en el citosol. También se ha descrito una ruta de entrada alternativa 

que no ha sido del todo caracterizada, alternativa, en la que las partículas de VIH-1 entran 

por endocitosis mediada por clatrina (CCV). En esta vía también está involucrada la 

actividad de GTPasa de la dinamina tanto en la formación de las vesículas, como en la 

fusión entre el virus y la membrana del endosoma. Esta vía también implica que Rab5 y 

Rab7 actúen en la maduración endosomal. Una vez en el citoplasma, inicia el proceso de 

retrotranscripción en el que el ARN viral se transcribe a AdN de doble cadena a través de 

la RT. Consecutivamente, se formará el complejo de preintegración o PIC el que va a 

transportar proteínas virales (IN, NC, Vpr y el ADN viral). El PIC es llevado al poro nuclear 

por CypA, TNPO3 y el transportador nuclear GTPasa Ran-GDP y una vez en el 

nucleoplasma, el provirus del VIH-1 se integra en la cromatina del hospedero [30], 

mediante la IN que realiza un corte en e; genoma del hospedero en una región 

transcripcionalmente activa. Al ADN viral integrado en el genoma de la célula hospedero 

conocido como provirus el cuál adquiere una función de gen celular en el lapso de vida de 

la célula infectada. [16]. 
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Posterior a la inserción se inicia con la retrotranscripción de los genes de virus, en este 

punto es importante la maquinaria celular como proteínas regulatorias y factores de 

transcripción celular. Los primeros ARNm virales llevan a cabo el splicing, dando lugar a 

la traducción de las proteínas como Tat, Rev, Nef, Vif, Vpr yVpu. Conforme incrementa la 

acumulación de Rev en el núcleo, se ve beneficiada la salida de los RNAm virales, lo cual 

provoca que estos eviten el splicing. Lo que genera que los ARNm producidos al final del 

ciclo se caractericen, por solo pasar uno o ningún evento de splicing, lo que induce la 

formación de Gag, Pol, Env y ARNs genómicos que se empaquetan en nuevas partículas 

virales [21]. 

 

Ensamble y salida de los nuevos virones 

Las proteínas Env, Pol, Gag y genoma recién formado de ARN es transportado hacia la 

membrana de la célula para poder ser ensamblados. El precursor de la glicoproteína Env 

sin procesar (gp160) contiene una secuencia señal del retículo endoplásmico (ER) en su 

extremo N-terminal, que dirige a Env a la membrana RER. Este péptido señal es eliminado 

co-traduccionalmente por peptidasas celulares dentro del RE. El dominio transmembranal 

(TMD) de gp41 contiene una señal de paro de transferencia hidrófoba (anclaje de 

membrana) que evita que gp160 se libere por completo en el lumen del RE. Por tanto, las 

porciones extracelulares de Env se extienden hacia la luz del RE, mientras que la cola 

citoplasmática (CT) de gp41 se extiende hacia el citoplasma y más tarde hacia el interior 

del virión [20]. 

 Al salir de la célula los viriones recién formados toman parte de la membrana lípidica de 

la célula en donde se incrustan gp120 y gp41. En el proceso de maduración, la proteasa va 

a cortar cada una de las poliproteínas, lo que permite formar proteínas virales funcionales, 

las cuales se van a ensamblar para crear la matriz, cápside y nucleocápside del virus. Así 

el VIH que ha madurado es capaz de infectar a otras células para continuar con un nuevo 

el ciclo de replicación (Figura 6) [14]. 

 

Proteínas reguladoras 

Tat es el transactivador transcripcional de los mensajeros virales ya que favorece la 

elongación de la transcripción de estos mensajeros al fosforilar la región CTD de ARN Pol 

II. Rev va a inducir la transición de la expresión de genes de la etapa temprana a la tardía 

al modular el proceso de splicing [22]. 
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Proteínas accesorias 

Nef, una proteína reguladora de aproximadamente 27 kDa, la cual provoca la disminución 

de la expresión de CD4 en la superficie de las células infectadas favoreciendo su 

endocitosis. La proteína viral r ó Vpr actúa como factor para el transporte del ADN viral 

hacia el núcleo de la célula, también arresta a la célula en la fase G2 del ciclo celular, 

deteniendo la apoptosis. Vpu es una proteína de 16 kDa, única del VIH-I, que disminuye la 

expresión de CD4 y ayuda a liberar a los viriones de la célula infectada, al contrarrestar la 

acción del factor de restricción viral teterina promoviendo su degradación. Vif de 23 kDa, 

es necesaria en la replicación y en el correcto empaquetamiento de las proteínas del virus, 

además, promueve la degradación de los factores de restricción APOBEC que producen 

hipermutación [22,23].  

 

Figura 6. Descripción general del ciclo de replicación del VIH. Se muestra la interacción de 

gp120 y CD4, así como al de V3 y CCR5 o CXCR4. Seguido de la fusión de membranas 

gracias a gp41, la formación de PIC y su transporte al interior del núcleo para poder 

integrar el genoma viral. Finalizando con el transporte y ensamblaje de las proteínas 

virales, la liberación de los viriones y maduración. Tomado y modificado [10]. 

HISTORIA NATURAL DE LA ENFERMEDAD 

Clínicamente la infección que produce el VIH se va a dividir en etapas que se van a 

diferenciar de acuerdo a la respuesta inmune que produce el hospedero. 
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⮚ Etapa aguada o infección primaria: caracterizada por elevadas cargas virales (CV), 

que se asocian a una replicación exponencial del virus, seguida de una baja 

temporal en sangre de linfocitos T CD4+. 

⮚ Etapa de latencia clínica o crónica:  es aquella en la que se va a estabilizar  en sangre 

la CV  y el número de linfocitosT CD4+, esto a concentraciones aproximadas de 200 

a 500 células/μl. 

⮚ SIDA ó etapa tardía: en este punto las personas infectadas muestran 

concentraciones de 200 células T CD4+/μl o menores, dejando a un lado el poco 

control de la replicación viral lo que lleva a que la carga viral aumente en sangre 

provocando que se presenten infermedades oportunistas. [24, 20]. 

 

En las primeras seis semanas después de la infección, se desarrolla un síndrome agudo, 

con valores muy elevados de carga viral en sangre periférica, resultando en signos y 

síntomas parecidos a una gripe común (Figura 7). La capacidad del sistema inmune para 

crear una respuesta específica o CTL´s durante el inicio de la infección es muy importante 

y relevante como pronostico y avance de la infección [25]. 

 

Figura 7. Historia natural de la infección ocasionada por VIH. Se muestra la variación a lo 

largo del tiempo de los linfocitos T CD4+ y del número de copias de ARN viral. Se marcan 

las etapas en cajas de colores bajo el gráfico. Tomado y modificado [108]. 
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RESPUESTA DE LINFOCITOS T CITOTOXICOS EN LA INFECCIÓN POR VIH 

El sistema inmune enfrenta a todos los agentes patógenos, durante su evolución ha 

desarrollado múltiples estrategias para luchar contra la invasión de agentes infecciosos. 

Una característica particular de la inmunidad adaptativa es que es capaz de identificar y 

deletar moléculas y organismos extraños de forma selectiva. 

Una de las herramientas en este proceso son las células T que presentan en su membrana 

una molécula única de unión a antígeno llamada receptor de célula T o TCR (por sus siglas 

en inglés).  

Mayoritariamente los receptores de células T solo identifican antígenos unidos a proteínas 

de membrana, MHC (por sus siglas en inglés). Las moléculas del MHC, también llamadas 

HLA (por sus siglas en inglés), son glicoproteínas polimórficas, y se encuentran en las 

membranas celulares. Existen dos tipos: moléculas MHC clase I, que expresan casi todas 

las células nucleadas, y las moléculas MHC clase II, que sólo se localizan en células 

presentadoras de antígeno o APC (por sus siglas en inglés). Las cuales van a  ligar péptidos 

antigénicos que serán presentados a distintas subpoblaciones célulares del sistema 

inmune.  

Los CTL cumplen una función indispensable en el control y vigilancia de as células, por 

ejemplo, en infecciones virales [27], y son estimulados al presentar antígenos a su TCR. 

Las células que son infectadas van a procesar las proteínas virales en forma de péptidos 

que se van a unir a moléculas HLA clase 1. 

Los CTLs regulan la apoptosis por medio de dos vías, una granulo-dependiente que libera 

moléculas citotóxicas como granzimas y perforinas que causa la eliminación de la célula 

que fue infectada y dos, esta la vía independiente de estas moléculas en dónde se usa el 

ligando Fas o molécula FasL el cual conecta con el receptor Fas (CD95) en la célula 

infectada provocando la muerte celular [28].   

La importancia de los CTLs es gracias a estudios previos realizados en simios que estaban 

infectados con SIV. Al eliminar, in vivo, de los macacos Rhesus los CTLs, se identificó que 

había una perdida en el control de la viremia, mostrando que, si el proceso tardaba más de 

28 días provoca que la viremia primaria no se controle nunca induciendo la muerte de los 

macacos por adquirir un síndrome parecido al SIDA. En estos organismos la disminución 

de CTLs suele ser transitoria ya que viven con la infección de forma crónica sin morir por 

ello de forma silvestre, lo que indica que la carga viral vuelve a niveles normales para los 

macacos una vez que la población de linfocitos TCD8+ se recupera. [25].  
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ANTECEDENTES 

Una de las características más destacables del VIH-1 es la amplitud genética y la 

plasticidad de sus poblaciones [31].  La recombinación y las mutaciones puntuales han 

contribuido con esta variación. La recombinación en el VIH se ha documentado pero su 

importancia en la alta diversidad de estas poblaciones virales se comprende poco [32]. 

Un virus recombinante es una secuencia genética que lleva regiones de dos cepas 

parentales genéticamente distintas. Se ha demostrado que 90 recombinantes entre 

subtipos son recurrentes entre los virus VIH-1 circulantes [33]. 

La recombinación en el VIH-1 está bien documentada, pero se no se comprende en su 

totalidad la importancia en la diversidad generada dentro del hospedero como lo es la 

recombinación intrasubtipo [33].  

Se sabe que los genomas recombinantes reemplazan rápidamente a los transmitidos/ 

linajes fundadores (T/F), en un plazo de 27 días, aumentando la complejidad genética de 

la población viral [33].  

De acuerdo con estudios de Song y colaboradores la recombinación ayuda a propagar 

mutaciones que confieren resistencia a fármacos y de a acuerdo a su investigación, los 

mecanismos moleculares de recombinación viral contribuyen a la persistencia e 

inmunopatogénesis del VIH-1 y tiene implicaciones para los estudios de transmisión y 

evolución del VIH in vivo. 

Las mutaciones puntuales se acumulan de manera bastante constante a lo largo de 

generaciones y, por lo tanto, se pueden usar para registrar la divergencia de cepas virales 

[34]. Aunque la selección dicta que la variación no es constante en los genomas del VIH-1, 

la densidad de mutaciones acumuladas se puede utilizar para determinar si un aislado 

viral determinado ha pasado por rondas extensas de replicación o si se ha reactivado 

recientemente a partir de un provirus establecido hace mucho tiempo. 

En contraste, la recombinación puede restablecer el reloj molecular modificando el 

contenido genético. Esto puede dar lugar a combinaciones beneficiosas de mutaciones, la 

pérdida de mutaciones perjudiciales o nuevos puntos de partida para la evolución viral. 

Siempre que se observan sustituciones agrupadas, la variación surgió, más probablemente 

a través de la recombinación que a través de mutaciones puntuales en serie [35]. Algunos 

casos de cambio fenotípico, incluido el cambio de correceptor y la readquisición de 
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resistencia a los medicamentos, se han relacionado con mutaciones agrupadas 

(embedded) en secuencias localizadas que difieren significativamente de las secuencias 

flanqueantes (flanking), lo que proporciona evidencia de recombinación intrasubtipo 

dentro de las poblaciones de virus de pacientes individuales [37]. 

Cuando en 1997 Kuwata y cols coinfectaron experimentalmente células en cultivo con dos 

cepas distintas con aptitudes (fitness) similares, se descubrió que más del 20 % de la 

población proviral era recombinante, lo que sugiere que la recombinación era 

excepcionalmente frecuente [38]. Además, la recombinación del virus de la 

inmunodeficiencia de simio (SIV) se detectó fácilmente en monos coinfectados 

experimentalmente, lo que demuestra que la recombinación de lentivirus similares al VIH 

también ocurre in vivo [39]. 

La recombinación del VIH-1 no implica la ruptura y la reincorporación de un fragmento 

genómico, sino que resulta del cambio de la plantilla de la transcriptasa inversa (RT) entre 

los ARN virales durante la síntesis del provirus.  

 

De las propiedades fundamentales en los retrovirus que son críticas para su alta frecuencia 

de recombinación, hay dos. La primera es que los ARN genómicos retrovirales (ARNg) se 

encapsulan en pares. Tras la infección de una nueva célula, la proximidad de los dos ARNg 

facilita el cambio de plantilla que es mucho más frecuente que en otros virus. A pesar de 

albergar dos ARNg completos por partícula, los retrovirus no son verdaderamente 

diploides y se describen mejor como "pseudodiploides" (Fig. 8). Esto se debe a que solo se 

sintetiza uno o menos moléculas de ADN por virión y, por lo tanto, solo se transmite un 

alelo en cada locus en el ADN de la progenie.  

 

Parte de la razón por la que no se produce más de un ADN por partícula viral es estocástica: 

probablemente menos del 1 % de todos los viriones generan provirus infecciosos y, por lo 

tanto, la probabilidad de generar dos es <0,01 %. Además, el cambio de plantilla durante 

la síntesis de la cadena negativa prácticamente impide la generación de más de un ADN 

por virión debido a la degradación de los segmentos de la plantilla por parte de la función 

de ARNasaH de la RT. De la misma manera, la alta frecuencia de cambio de plantilla del 

VIH-1 limita efectivamente el número de moléculas de ADN generado por  cada dímero de 

ARNg a uno [40]. 
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Figura 8: Naturaleza pseudodiploide del VIH Los viriones que empaquetan con dos copias 

genéticamente distintas de gRNA viral (líneas rojas y azules) tienen el potencial de generar 

provirus recombinantes si se producen uno o más cambios en las secuencias molde 

(indicados con una línea negra discontinua) durante la transcripción reversa. Tomado y 

modificado [42]. 

 

La segunda propiedad de los retrovirus que es fundamental para su alta frecuencia de 

recombinación es su maquinaria de replicación propensa a la recombinación. Se planteó 

la hipótesis de que los retrovirus son propensos al cambio de molde o plantilla debido a la 

necesidad de realizar dos cambios de plantilla replicativos mecánicamente similares 

durante cada ronda de síntesis de ADN viral [41] (Fig. 9). 
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Figura 9: Proceso de transcripción reversa del VIH-1. (A) Un iniciador de ARNt (tRNAlys) 

se une a secuencias complementarias en el sitio de unión del iniciador (PBS) en el 

ARNg.(B) Inicia la síntesis de ADN de cadena negativa. (C) Cambio de templado del 

complejo replicativo conocido como transferencia de cadena negativa y continuación de 

la síntesis de ADN de cadena negativa. (D) Síntesis de la cadena positiva a partir de tracto 

de polipurinas (PPT) (E) Degradación del ARN restante y circularización de la molécula 

ADN de doble cadena parcial  (F) Se completa la síntesis de ADN, generando ADN de doble 

cadena con  repeticiones terminales largas. La integrasa cataliza la integración  del 

provirus y las enzimas de reparación del hospedero eliminan los restante y los espacios. 

Las líneas rojas finas representan ARN viral y las líneas más gruesas representan el ADN 

viral. El iniciador ARNt se representa en verde. Tomado y modificado [42]. 

 

Como se mencionó anteriormente, los genomas retrovirales se componen de ARN 

monocatenarios, denominados ARN de "cadena positiva" porque contienen marcos de 

lectura abiertos que son reconocibles por los ribosomas del hospedero. En el proceso de 

transcipción reversa los primeros intermediarios de ADN sintetizados son de cadena 

negativa o antisentido. La generación de un ADN retroviral no es tan simple como la copia 

de ARN de sentido positivo en ADN de cadena negativa, seguido de la síntesis de un 

complemento de cadena positiva.  

La RT es una enzima, que se desliza rápidamente entre los extremos de la plantilla hasta 

que localiza el extremo 3' del iniciador. Su tiempo de permanencia allí está modulado por 

la firmeza con la que los dominios de los dedos y el pulgar se sujetan en su lugar, 

característica notable de la capacidad de la RT para cambiar a la orientación de 

polimerización una vez que alcanza el término del iniciador sin disociarse [54].Un ARNt 

de lisina (tRNAlys) funciona como iniciador al unirse a una secuencias complementaria en 

el sitio de unión del iniciador (PBS) en los ARNg de VIH-1.. La síntesis de ADN de cadena 

negativa se inicia a partir de este iniciador y se detiene cuando llega al extremo 5’ del 

ARNg,.  La actividad de ARNasaH de la polimerasa viral degrada el templado de ARN  y 

desenmascara al ADN naciente. En este punto se produce el cambio de templado 

replicativo conocido como transferencia de cadena negativa, ya que la región R del ADN 

sintetizado es complementaria a la región R del extremo 3´ del ARNg, por lo que  continúa 

la síntesis de ADN de cadena negativa. A medida que avanza la síntesis de la cadena 

negativa, se degrada el ARNg.  La síntesis de ADN de cadena positiva inicia a partir de 



28 

oligorribonucleótidos que persisten en una región rica en purina PPT y son más 

resistentes a la degradación.. Finalmente se completa la síntesis de ADN, generando ADN 

de doble cadena con  repeticiones terminales largas que se han producido durante este 

proceso (Figura 9) 

 

Durante el procesos de transcripción reversa ocurren dos cambios de plantilla replicativos 

obligatorios, también conocidos como transferencias de cadena de parada fuerte o "saltos" 

(el extremo 5' del ARN, se hibrida con el extremo 3' del ARN) y se duplican secuencias que 

se encuentran solo una vez en el ARNg para reconstituir las repeticiones terminales largas 

en los límites del ADN preintegrativo [43]. Además otros cambios de plantilla 

recombinogénico puede ocurrir desde cualquier posición en el genoma retroviral [A12]. 

En su forma más simple, la recombinación retroviral implica la copia de parte de un ARNg, 

seguido por el salto de la RT a una región homóloga en la otra molécula de ARNg para 

completar la síntesis de ADN viral [45]. Esto puede conducir a genomas recombinantes si 

los ARN empaquetados conjuntamente contienen diferencias alélicas.  

 

Para el año 2009 se había identificado en estudios experimentales que el cambio de 

plantilla  recombinogénico del VIH-1 se produce a una tasa de aproximadamente cada 2 

kb o posiblemente incluso con mayor frecuencia en algunas condiciones fisiológicas [46]. 

Como lo reportado por Letvin y colaboradores en el 2006 que indican que en cada 

replicación viral ocurre de 7 a 30 eventos de recombinación por genoma y ciclo de 

replicación [47]. Mientras que algunas estimaciones de las tasas de recombinación in vivo 

varían entre los diferentes estudios (1.4 × 10−5 a 2 × 10−4 puntos de corte por sitio por 

generación) comparables a la tasa de mutación puntual de 2.2-5.4 × 10-5 por base por 

generación [33].  Se ha observado que después de un cambio en la terapia con 

medicamentos antirretrovirales se observa un aumento en la recombinación, lo que 

sugiere que esta desempeña un papel importante en la evolución de la resistencia a los 

medicamentos. La aceleración de la evolución debida a  la recombinación  depende de los 

parámetros que rigen la dinámica de la población, muchos de los cuales no se conocen con 

suficiente precisión [48]. 

Los primeros estudios de recombinación del VIH-1 involucraron virus infecciosos en 

cultivos de tejidos o, en el caso de SIV, animales infectados [38].  Eventualmente para los 

análisis se inició con el estudio de herramientas bioinformáticas que pudieran predecir la 
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tasa de recombinación como lo fue RDP3 en un estudio sobre la recombinación 

intrasubtipo del subtipo C en Tanzania. Identificando que el número de sujetos con 

evidencia de recombinación aumentó de 69% a 82% durante un año de seguimiento. Se 

reportó que el 84% de sujetos mostraron evidencia de recombinación intrasubtipo en 

ENV, lo que sugiere que este evento es más común de lo que se pensaba anteriormente 5.6 

eventos de recombinación por genoma [49]. En contraste a Zhuang y cols en el 2002 que 

estimaron que la recombinación ocurre aproximadamente 2.8 veces por genoma por ciclo 

de replicación viral (coincidiendo con el promedio del 2009)[90]. 

 

Experimentalmente, algunos recombinantes mostraron al menos 10 cruces, cuando el 

promedio fue inferior a 3 [50]. Quizás la mejor estimación actual de las tasas de 

recombinación intersubtipo del VIH-1 es de cuatro a cinco cruces por genoma, una tasa 

realmente sorprendente que sugiere que la recombinación es una parte normal de la 

generación de cada ADN viral. Una limitación obvia de estos ensayos es que se utilizan 

para describir y reportar la recombinación del VIH-1 es la capacidad de las herramientas 

bionformáticas.  

 

La adición de la proteína chaperona de ácido nucleico viral, NC (nucleocápside), promueve 

el cambio de plantilla. Las frecuencias de recombinación informadas in vitro son más bajas 

que las observadas durante la replicación viral [51]. Es probable que esto se deba en parte 

a las propiedades físicas del complejo de transcripción inversa que resulta de la 

eliminación del revestimiento del virus. Algunos factores de restricción del hospedero 

afectan los primeros pasos de la replicación, como la retrotranscripción, pueden modular 

la recombinación. De hecho, se ha relacionado con APOBEC3G (A3G) [52] cierto deterioro 

de la elongación de RT y el cambio de plantilla replicativa. Sin embargo, aunque no se 

pueden descartar las contribuciones de los factores del hospedero y puede ser necesaria 

la activación del complejo de transcripción inversa en el hospedero, no se sabe que ningún 

otro factor, aparte de RT y NC, contribuya a la recombinación del VIH-1 [53]. 

 

Modelos de Recombinación. 

Numerosas publicaciones sugieren que la recombinación genética del VIH-1 ocurre por un 

mecanismo de elección de copia, es decir, el uso alternativo de dos plantillas durante la 

síntesis de un solo ADN viral [44]. En concepto, la recombinación retroviral podría resultar 
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del cambio de plantilla durante la síntesis de ADN de cadena negativa o positiva, y se han 

propuesto modelos distintos para cada uno [45]. 

 

Durante el descubrimiento del modelo de "asimilación por desplazamiento de cadena" o 

recombinación durante la síntesis de ADN de cadena positiva [80] se basó en micrografías 

electrónicas de genomas de retrovirus aviares con transcripción inversa parcial 

visualizados después de la interrupción de la actividad del virión [55] ya que los viriones 

contienen una actividad enzimática que podría promover el desplazamiento de cadena 

implícito en tales modelos [55]. Las imágenes revelaron ADN unidos en estructuras 

ramificadas en "H" que se forman cuando colas libres monocatenarias (formadas por la 

hebra del extremo 5' que es desplazada por la síntesis continua) invaden el ADN que se 

sintetiza en el segundo genoma en el virión Fig. 10-A[109].  

El modelo de "elección de copia forzada" explica cómo el cambio de plantilla podría 

generar un ADN proviral intacto a partir de ARNg fragmentados y se basó en 

observaciones de que los ARNg aislados de retrovirus animales a menudo aparecían 

cortados y, sin embargo, generaban eficientemente ADN viral infeccioso [41] (Fig. 10-B). 

En este modelo, los ADN nacientes se disocian de las plantillas de gRNA del donante 

cuando se alcanzan los extremos cortados de la plantilla, lo que permite que las hebras del 

cebador se asocien con regiones de homología del aceptor en el gRNA empaquetado. Una 

variación del modelo, basada en la alta frecuencia de eliminación repetida sugiere que no 

se requiere la ruptura del ARN [56]. 

 

Un segundo modelo de recombinación de cadena negativa, llamado "intercambio de 

cadena negativa" o "invasión de aceptor", como el modelo preferido para la mayoría de las 

recombinaciones [57] (Fig. 3C).  

La degradación de la plantilla mediada por RNasa H expone el ADN naciente de cadena 

negativa, dando el apareamiento entre pares de bases del ADN sintetizado en un gARN y 

las regiones complementarias en el segundo gARN. Seguido de la realineación de la cadena 

del cebador por migración de rama, con la reanudación de la síntesis de ADN en la plantilla 

aceptora que produce la unión de recombinación [42].  



31 

 

Figura 10: Tres modelos de recombinación retroviral. (A) Asimilación de desplazamiento 

de cadena que muestra recombinación durante la síntesis de cadena positiva. (B) Elección 

de copia forzada. (C) Cambio de secuencia negativa. Las líneas finas son ARN retrovirales 

con roturas en las hebras. Las líneas gruesas representan el ADN naciente; las flechas 

indican la dirección de la síntesis de ADN. Los óvalos dorados representan la RT del VIH-

1. Tomado [42] 

  

Los exámenes de las tasas de recombinación y las frecuencias de complementación de los 

RT mutantes de RNase H formaron la base del modelo de "elección de copia forzada 

dinámica". Este modelo sugiere que un equilibrio entre las actividades de la RNasa H 

dependientes e independientes de la polimerasa determina las tasas de recombinación 

[58]. Este modelo sugiere que la actividad de la RNasa H es necesaria para la disociación 

de la plantilla-cebador antes del cambio de plantilla y contrasta con el intercambio de 

cadena negativa, que prevé un complejo de precambio que contiene tanto al donante como 

al aceptor, en lugar de la liberación de la plantilla del donante antes que reconocimiento 

del aceptor [59]. Indicando que la recombinación no es necesariamente causada por daño 

en el ARN, sino que depende del proceso dinámico de síntesis de ADN. A medida que RT 

sintetiza el ADN, la ARNasa H degrada la plantilla de ARN, dejando el ADN naciente libre 

para aparearse con el ARN empaquetado conjuntamente. Si la síntesis de ADN se vuelve 

lenta o la ARNasa H degrada el molde de ARN más rápidamente, el complejo RT se vuelve 

menos estable, se disocia del molde y puede cambiar al uso del ARN empaquetado como 
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molde. Por lo tanto, la recombinación depende de la dinámica de la síntesis de ADN, no es 

necesariamente un evento obligatorio y puede ocurrir incluso en ausencia de daño de ARN.  

Además, este modelo se basa en el hallazgo de que la recombinación es promovida por la 

disminución de la polimerasa o el aumento de la actividad de la ARNasa H. Se estima que 

la RT del VIH-1 cambia de molde de 8 a 10 veces durante la síntesis de un solo genoma. La 

recombinación ha dado lugar a la aparición de más de 96 formas recombinantes 

circulantes (CRF) de diferentes subtipos del grupo M del VIH-1, y estos CRF causan una 

proporción sustancial de infecciones en todo el mundo. Además, se ha demostrado que la 

recombinación produce variantes que confieren resistencia a múltiples fármacos o evaden 

la respuesta inmune del huésped. Por tanto, la recombinación frecuente actúa como una 

barrera para el desarrollo de vacunas y terapias antivirales eficaces. En conjunto, estos 

hallazgos demuestran que la recombinación juega un papel importante en la generación 

de diversidad viral y en la configuración de la actual pandemia mundial del VIH-1 [60]. 

La tesis central del modelo dinámico de elección de copia, que propone que la 

recombinación depende de la estabilidad cinética del complejo RT y que los cruces pueden 

ser forzados o no forzados. La replicación eficaz del VIH-1 requiere tanto los ARN 

empaquetados como la recombinación para mantener la integridad del genoma. Estos 

hallazgos revelan la posibilidad de que se puedan desarrollar nuevas estrategias 

antivirales para controlar la replicación del VIH-1 dirigiéndose al proceso de 

recombinación esencial o al empaquetamiento de dos genomas de ARN [61]. 

Michael Worobey y Edward C. Holmes sugieren que la recombinación puede ser más 

común de lo que se supone a menudo, pero puede pasar desapercibida debido a la acción 

de una fuerte selección purificadora que eliminará nuevas combinaciones deletéreas de 

mutaciones [62]. A la luz de estos estudios, está claro que lo que se entiende por 

"frecuencia de recombinación" (un término que generalmente se usa sin unidades 

específicas) depende fundamentalmente de si estamos evaluando los eventos de 

recombinación antes o después de que la selección haya actuado. 

 

RECOMBINACIÓN Y HOTSPOTS 

 

Una debilidad de los ensayos que usan frecuencias cruzadas en un intervalo definido para 

deducir las tasas de recombinación de todo el genoma es que asumen que la 

recombinación ocurre en frecuencias uniformes en lugar de principalmente en sitios 
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específicos. Aunque la recombinación se observa en todos los genomas del VIH-1 y es más 

o menos proporcional a la longitud, las frecuencias no son uniformes y existen puntos 

"calientes" (o hotspots) y/o "fríos" (cold spots) para la recombinación [63]. 

La agrupación de puntos de ruptura de recombinación en cepas clínicas se observa con 

mayor frecuencia en los bordes de los genes virales [65]. Un estudio en el 2007 que 

examinó los puntos de corte en los recombinantes intersubtipo clínicos encontró un uso 

frecuente de intervalos genéticos que flanquean el gen env [66]. Estos no parecían estar 

dictados por la homología, la estructura del ARN o las regiones implicadas por estudios 

experimentales o hacia la adquisición de sitios bajo selección positiva. En cambio, apareció 

alguna selección para reemplazar toda la región de codificación env. Cruces similares en 

VIH propagados in vitro sugirieron que estos son hotspots de cruce reales. [67]. 

Solo una pequeña fracción de todos los recombinantes generados sobrevive dentro de las 

poblaciones de pacientes [68]. De manera similar, se ha observado una baja infectividad 

para muchos genes de envoltura quiméricos generados in vitro [69]. Por lo tanto, los 

cruces más comunes observados in vivo son más probablemente el resultado de la 

selección en lugar de hotspts. Presiones similares, superpuestas sobre diferentes 

presiones selectivas in vivo, se manifiestan en formas como la selección de cambios 

compensatorios agrupados que acompañan a las mutaciones requeridas para el escape 

inmunitario de respuestas específicas de células T citotóxicas [70]. 

La recombinación contribuye a la genética del VIH-1 en varios niveles: desde los orígenes 

del virus hasta su adaptabilidad en pacientes individuales, conocida como recombinación 

intrasubtipo [71]. Dentro de pacientes individuales, la recombinación (intrasubtipo) es 

una fuente extensa y continua de diversidad viral [72].  Uno de los hot spots identificados 

en el gen env, se localiza en una estructura secundaria de ARN que particularmente 

promueve la recombinación en esta región, y la eliminación de dicha estructura reduciría 

la tasa de recombinación. En los últimos años se ha propuesto que una región cercana al 

tracto central de poli-purina (cPPT) puede ser un hot spot de recombinación, por lo cual 

se hipotetiza que es una región rica en guaninas (Gs) que forma cuartetos G 

intermoleculares, facilitando la dimerización y la recombinación del ARN [73.] 

 

Otra característica del VIH es que fija sucesivamente mutaciones que le permiten evadir 

las respuestas inmunitarias, especialmente en el gen env. Los estudios de la evolución del 

VIH intra-hospedero indican que el alcance y la estructura de la diversidad genética viral 
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es más un marcador de la carrera (teoría de la reina roja) entre el hospedero y el virus. Las 

filogenias del VIH intra-hospedero tienen una fuerte estructura temporal, lo que refleja la 

fijación sucesiva de mutaciones ventajosas y la extinción de linajes desfavorables. 

Tradicionalmente se ha minimizado el papel de la recombinación intrasubtipo. Sin 

embargo, estudios genéticos de poblaciones recientes indican que la recombinación 

también es una fuerza dominante dentro de los subtipos y un factor muy importante en la 

evolución del VIH-1 y en la adecuación de env. Sin mencionar que la recombinación 

frecuente y la selección natural elevan aún más su tasa de cambio evolutivo [62] 

Para el 2018 Rawson y cols., muestran que el bloqueo de la recombinación en una región 

de 2.5 kb del genoma del VIH-1 resultó en la pérdida de la mitad de los provirus con 

genomas intactos. Estos hallazgos indican que se requiere la recombinación del VIH-1 para 

una retro transcripción eficaz y el mantenimiento de la estructura del genoma intacto, 

dando pauta a profundizar en este mecanismo [60]. 

 

Rousssue y cols. desde el 2007 indicaban que la recombinación entre dos cepas virales 

muy similares es difícil de detectar, por lo cual muchas secuencias de VIH-1 nunca se 

identificarán como recombinantes [74]. Esto ha resultado en que se haya estudiado con 

más profundidad la recombinación intersubtipo que intrasubtipo, sin embargo, dado que 

la recombinación ocurre en cada ciclo de transcripción reversa debería ser igualmente 

común y depender de la frecuencia de superinfecciones (personas que se infectan después 

de una primoinfección) o coinfecciones en una población. Taylora y cols., han propuesto 

que la tasa de superinfección intrasubtipo podría ser de hasta del 15% de la tasa de 

infección en esa población a partir de un modelo coalescente con recombinación [75].  En 

diferentes poblaciones se ha calculado que las tasas de incidencia de superinfección 

oscilan entre 0% to 7.7% por año [76] y esta fluctuación depende de la población de 

estudio, la frecuencia de uso de anti-retrovirales, el tiempo de seguimiento de los 

pacientes y los métodos usados para la detección, por ejemplo, un estudio reciente en 

Uganda que utiliza secuenciación de nueva generación reporto que las tasas de 

superinfección son tan altas como las de primera infección [77].  

En un principio se creyó que la recombinación ocurría a azar, pero Smyth y cols., en el 

2013 mostraron que no ocurre al azar y que depende de un conjunto complejo de factores, 

como la disponibilidad de sustratos de nucleótidos (nt), la secuencia de ARN en sí, la 
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similitud de secuencia general y el contexto de secuencia local de las secuencias de 

recombinación. Utilizando tanto ensayos in vitro como vectores de VIH-1 de ciclo único, 

identificaron hotspots de recombinación en las regiones no traducidas (UTR), en gag y en 

env [78]. 

En ese mismo año (2013) Kiwelu y cols., indicaron que si bien la recombinación 

intrasubtipo ocurre en el VIH-1, generalmente se subestima. Y para analizar la presencia 

de este tipo de recombinación utilizaron siete métodos implementados dentro del 

programa de detección de recombinación, RDP3 y encontraron que en 38 (84%) sujetos 

se mostró evidencia de recombinación intrasubtipo, incluidos 22 con el subtipo A1 del 

VIH-1, 13 con el subtipo C del VIH-1 y 3 con el subtipo D del VIH-1 esto en Tanzania, donde 

co-circulan múltiples subtipos de VIH-1. La recombinación intrasubtipo del VIH-1 

aumenta la diversidad viral, lo cual podría ser un desafío en el diseño de la vacuna [49]. 

Usando el programa RARP  Song y col., en el 2018, observaron que, al reensamblar 

genotipos que han aparecido a través de eventos independientes la recombinación se 

puede generar una gama más amplia de nuevos fenotipos que tomarían mucho más 

tiempo o serían menos propensos a aparecer solo a través de la mutación, además del 

hecho de que Env está bajo un grado particularmente alto de presión selectiva in vivo 

debido a la selección mediada por anticuerpos para el escape inmune, lo que podría 

explicar el enriquecimiento de la recombinación en regiones variables [33].  

En este punto debemos tomar en cuenta las comparaciones con otras herramientas ya 

existentes como lo es: 

  

● RIP que fue la primera herramienta bioinformática en detectar automáticamente 

recombinantes entre subtipos (no lo hace para intra subtipos).  

● RECCO encuentra recombinantes nominalmente significativos comparando el 

costo de obtener cada secuencia por mutación o por recombinación. Sin embargo, 

no enumera las cepas parentales ni enumera distintos eventos de recombinación.  

● RDP4 además de implementar el enfoque del programa de detección de 

recombinación (RDP), incluye varias otras herramientas existentes, las cuales 

varían en métodos y estrategias. RDP se basa en métodos filogenéticos y, como 

demostraron Posada y Crandall, en escenarios de baja divergencia como las 
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infecciones recientes presentadas en este estudio, estos métodos tienen menos 

poder para detectar recombinantes. 

 

RARP se basa en el hecho de que los eventos de recombinación pueden identificarse 

mediante la herencia de bloques de ADN que portan bases distintivas. Por lo tanto, 

encuentra recombinantes comparando cada conjunto de tres secuencias en la alineación 

y aplicando la prueba de rachas de Wald-Wolfowitz para verificar la aleatoriedad en la 

distribución de posiciones variables, identificando regiones en una secuencia que son 

significativamente más similares a un padre candidato que a otro. Luego clasifica la 

población viral en grupos de virus transmitidos/founder (T / F) y sus descendientes que 

presentan mutaciones explicables por base distribuida aleatoriamente.  

Debido a su sensibilidad para detectar la recombinación incluso en escenarios de baja 

diversidad, RAPR también resulta útil cuando se estudia la evolución viral por 

recombinación en en especies virales menos diversas como los virus de la hepatitis B, 

enterovirus y norovirus. 

 

Corroborando el papel de env, en un trabajo realizado en el grupo por Caballero en 2020 

se identificó que gp120 predominó en la selección positiva y que en relaciones co-

evolutivas, lo que indica que se producen cambios recíprocos en las secuencias de este gen que 

preservan la interdependencia funcional y estructural [110], y se presentó mayoritariamente 

fue la de gp120-gp120 para el VIH -1 del subtipo B, adicionando una pauta más para mirar 

estos sitios en recombinación el gen env [79].   

Comprender la recombinación en Env es una pieza fundamental en el rompecabezas de la 

historia evolutiva del VIH-1 puede ayudar con el desarrollo de tratamientos futuros o con 

el diseño de vacunas ya que al estar expuesta Env al ambiente celular es un inmunógeno 

principal al que se dirigen los anticuerpos neutralizantes y un objetivo al que los 

inhibidores pueden acceder con relativa facilidad. 
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HIPÓTESIS.  

La frecuencia de recombinación será más alta en sitios que codifican para regiones no 

estructuradas contribuyendo a la variabilidad de estas regiones.  

 

 

JUSTIFICACIÓN.  

La recombinación es fundamental en la replicación del VIH-1, y debido a los patrones de 

circulación de este virus la frecuencia de eventos de recombinación intrasubtipo deberá 

ser mucho mayor que la intersubtipo. Por lo anteriormente descrito, se evaluará, analizará 

y estudiará el efecto de la recombinación genética intrasubtipo en la evolución del gen env 

en el virus de inmunodeficiencia humana. Este estudio nos permitirá conocer el impacto 

de la recombinación intrasubtipo en la evolución del VIH. Para alcanzar este objetivo se 

utilizarán secuencias del subtipo B que codifican para la región env, ya que por una parte 

están ampliamente disponibles en las bases de datos y por otro lado se ha reportado un 

hospot de recombinación dentro de este gen lo que aumentará la probabilidad de detectar 

eventos de recombinación. Los resultados de este estudio contribuyen a entender la 

recombinación intrasubtipo en los patrones de diversidad observados en el VIH y su papel 

en las mutaciones de escape y cambios en el uso de correceptor que tiene impacto en el 

desarrollo clínico de la enfermedad. 

 

 

 

 

 

 

 

 



38 

OBJETIVO GENERAL 

Analizar el efecto de la recombinación genética intrasubtipo en la evolución del gen env en 

el virus de inmunodeficiencia humana-1 

Objetivos Particulares. 

1.- Identificar clústers de transmisión de pacientes infectados con VIH-1 subtipo B 

2.- Detectar sitios de recombinación y mapear los sitios sobre las proteínas gp120 y gp41 

3.- Determinar los posibles efectos de recombinación sobre la variabilidad de secuencia, 

el uso de correceptor y el escape antigénico 

 

 

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL.   
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METODOLOGÍA  

SECUENCIAS 

Las secuencias que se utilizaron para este proyecto fueron seleccionadas de la base de 

datos de los Álamos VIH Database [83]. Los criterios de búsqueda fueron: secuencias 

codificantes completas (CDS, por sus siglas en inglés) del gen env del VIH tipo 1, subtipo 

B.  Con el objetivo de obtener conjuntos de más de 100 secuencias del mismo año/región 

geográfica que pudieran analizarse para identificar clústers de transmisión, se hicieron 

búsquedas dirigidas a las regiones de Norte América y Europa. Además, se utilizó como 

filtro al año de colecta, seleccionando aquellos que tuvieran conjuntos de más de 100 

secuencias. (Ver tabla M1). 

 

Tabla 2. Características de la búsqueda realizadas. 

 

Las secuencias obtenidas de la base de datos de los Alamos VIH Databases se descargaron 

por región y por año. 

 

DETECCIÓN DE CLÚSTERS DE TRANSMISIÓN 

Con el objetivo de identificar posibles clústers de transmisión para detectar 

recombinación en conjuntos de datos de la misma región y año de colecta, se utilizó una 

herramienta a gran escala de epidemiología molecular de VIH-1, que se llama VIH-TRACE 

(TRAnsmission Clúster Engine). Esta herramienta es capaz de identificar grupos de 

transmisión del VIH-1 en grandes bases de datos de vigilancia que comprenden decenas o 

cientos de miles de secuencias casi en tiempo real. Esta herramienta permite seleccionar 

los conjuntos con mayor probabilidad de   eventos de recombinación ya que pertenecerán 

al mismo cluster epidemiológico.  

 

Tabla 3. Parámetros utilizados para la inferencia de Red 
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VIH-TRACE, primero alinea cada una de las secuencias de entrada con una única secuencia 

de referencia utilizando una extensión del algoritmo de programación dinámica de Smith-

Waterman basada en codones [106]. 

En este trabajo se usó la secuencia HXB2 como referencia por pertenecer al subtipo B.  

Los alineamientos pareados se combinan en una única alineación de secuencia múltiple 

(MSA). Después se calculan todas las distancias genéticas por pares N (N - 1) / 2 bajo el 

modelo de sustitución de nucleótidos Tamura-Nei 93 (TN93) [111]. Este modelo considera 

tasas de sustitución diferentes entre transiciones y transversiones y diferencia los dos 

tipos de transición.  La red de transmisión se infiere del arcVIHo de distancias pareadas. 

Los nodos dentro de la red están todos codificados con el nombre de la secuencia 

completa, con lo cual se establece un vínculo entre dos individuos, si y sólo si las distancias 

por pares entre cualquiera de las secuencias emparejadas de estos individuos están por 

debajo de un umbral especificado o threshold (definido en párrafos previos como 0.0015). 

Al final el análisis arroja arcVIHos tipo JSON que son explorados utilizando una aplicación 

JavaScript llamada VIHtrace-viz que se crea desde una línea de comandos para la 

visualización de la información, ó en la página VIH-TRACE (veg.github.io). Este se basa en 

la biblioteca de visualización de datos de código abierto d3.js.  

PRUEBA DE ESTADÍSTICO F 

La prueba del estadístico F o índice de fijación (FST) es una medida de variación de la 

población de acuerdo a la estructura genética y se define [81]: 

https://veg.github.io/hivtrace-viz/
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La fórmula propuesta por Wright muestra que FST  mide la variación genética que se puede 

explicar por medio de la estructura de la población.  Además, se puede considerar como 

una fracción de la diversidad total, que no es a consecuencia de la diversidad promedio en 

subpoblaciones [82]. 

 

Entonces para la fórmula anterior f0  es la probabilidad de identidad por descendencia de 

dos individuos pertenecientes a la misma subpoblación, y  será la probabilidad de que 

dos individuos sean idénticos por descendencia en la población. Con esto, FST se interpreta 

como medida de variación, de que tan cerca están dos individuos en la misma 

subpoblación en comparación de la población total. Si la tasa de mutación es baja se 

interpreta al vincular la probabilidad de identidad por descendencia con los tiempos 

coalescentes, T0 y T, que serían el tiempo promedio de coalescencia para individuos de la 

misma subpoblación y la población total. Dando, 

 

La ventaja de la fórmula es que el tiempo esperado de coalescencia se puede estimar a 

partir de datos genéticos. 

DETECCIÓN DE RECOMBINACIÓN 

Se utilizó el programa RAPR (Recombination Analysis PRogram) el cual se basa en la 

prueba de rachas de Wald-Wolfowitz y permite la detección computacionalmente 

eficiente de recombinantes. al reconstruir una jerarquía de eventos de recombinación en 

serie a medida que surgen recombinantes. En este punto se utilizaron las secuencias 

obtenidas de los clusters seleccionados de VIHTRACE las cuales fueron previamente 

alineados y manejando un valor de FDR (false Discovery rate) de 0.1, la asignación de 

linajes transmisor fundador fue designada de acuerdo a los TF identificados como 

https://es.wikipedia.org/wiki/Sewall_Green_Wright
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consenso y al tener secuencias correspondientes al mismo año en la herramienta se toma 

en cuenta que son datos contemporáneos por lo cual no se le asigna valores para 

secuencias más viejas, y con esto cada triplete identificado en el alineamiento será pareado 

tres veces con cada una de las secuencias como posibles descendentes. 

 

PREDICCIÓN DE ESTRUCTURA SECUNDARIA 

 

Se realizó una predicción de la estructura secundaria de las secuencias recombinantes y 

no recombinantes esto con la herramienta Jpread 4 

(https://www.compbio.dundee.ac.uk/jpred/) que es un servidor de Predicción de 

Estructura Secundaria de Proteínas. JPred incorpora el algoritmo Jnet para poder hacer 

predicciones más precisas. Además de la estructura secundaria de la proteína. Se realiza 

un consenso de las secuencias ingresadas y nos muestra solo un resultado. 

 

ANÁLISIS DE POSICIONES BAJO SELECCIÓN NATURAL  

 

Se identificaron los codones con evidencia de selección en los grupos de secuencias 

recombinantes y no recombinantes obtenidas del análisis de RARP. El modelo basado en 

codones en evolución molecular permite inferir sitios seleccionados en un alineamiento 

de secuencias homólogas con lo cual estima el índice relativo de sustituciones sinónimas 

por sitio sinónino (dS) y no sinónimas por sitio no sinónimo (dN). Para este propósito se 

utilizó el servidor DataMonkey (www.datamonkey.org), que incluye varios métodos como 

SLAC (Single-Likelihood Ancestor Counting), el cual se basa en la reconstrucción de 

secuencias ancestrales, sitios por sitio, para obtener mayor congruencia al estimar los 

valores de cada posición. Fue así como se identificaron posibles codones bajo presión 

selectiva positiva y negativa [101]. Además, para corroborar la sensibilidad del método 

también se utilizó la herramienta FUBAR (Fast Unconstrained Bayesian AppRoximation) 

del mismo servidor anteriormente empleado. Este es un método bayesiano jerárquico 

aproximado que utiliza una rutina de método Monte Carlo con cadenas de Markov (MCMC) 

que garantiza la solidez contra la especificación incorrecta del modelo al promediar un 

gran número de clases de sitios predefinidos. Permite que los sitios que experimentan una 

selección positiva y purificadora se identifiquen en un órden de magnitud más rápido que 
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con los métodos existentes. Ya que presenta una mayor potencia y su velocidad permite 

analizar conjuntos de datos más grandes que otros métodos [100]. 

 

ANÁLISIS DE VARIACIÓN GENÉTICA 

Se calculó la variabilidad de los aminoácidos en las secuencias recombinantes y no 

recombinantes, estimando la entropía de Shannon, en Entropy 

(http://www.VIH.lanl.gov/content/sequence/ENTROPY/entropy/entropy.html) la cual 

es una herramienta de la base de datos de los Alamos. La cual estima la entropía (cambio) 

de cada una de las posiciones de los aminoácidos en el alineamiento, indicando la variación 

de la población. La herramienta considera cada columna en un alineamiento de secuencias 

de forma independiente y usa la entropía de Shannon como una forma de asignar una 

puntuación a cada columna que refleje la variabilidad en esa columna. Esta aplicación es 

potencialmente útil para situaciones en las que simplemente intenta evaluar la diversidad 

de la población en un sentido transversal. 

La entropía de Shannon es: 

 

Los datos de entrada se aleatorizan para crear tantos conjuntos de datos aleatorios sean 

indicados, al seleccionar 1000 aleatorizaciones se permite detectar situaciones en las que 

la entropía en un conjunto de datos fuera mayor que en otro con una p < 0,001. 

Se obtiene una lista completa de las diferencias de entropía en cada posición comparando 

el primer conjunto y el segundo conjunto. 

 Al realizar las comparaciones de las secuencias recombinantes y No recombinantes con la 

finalidad de observar el grado de variabilidad entre éstos, se indicó un límite sugerido por 

la herramienta de 5, este límite es para el número de datos aleatorios que da un grado 

mayor o igual a la diferencia observada en los datos proporcionados que se aleatorizan 

1000 veces, teniendo entonces un valor de p=0.005. 

 

BÚSQUEDA DE EPÍTOPOS CTL/CD8 

Se obtuvo una lista de epítopos CTL previamente descritos en la base de datos de 

inmunología molecular de VIH (VIH molecular immunology database) dentro de la base 

http://www.vih.lanl.gov/content/sequence/ENTROPY/entropy/entropy.html
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de datos de los Alamos con la herramienta: Search CTL/CD8+ T-Cell Epitope Database 

(Search CTL/CD8+ T-Cell Epitope Database (lanl.gov). En el análisis solo se incluyeron 

aquellos que se hubieran reportado en Estados Unidos o Alemania, y se localizan en la 

proteína ENV, subtipo B, y tanto como la ubicación de la proteína y el epitopo tenían que 

coincidir exactamente con la ubicación de consulta en las secuencias analizadas. 

 

 

 

También se utilizó la herramienta PepMap de la base de datos de los Alamos (PepMap 

(lanl.gov)) para obtener mapas de péptidos, mostrando una tabla con ubicaciones de 

péptidos tanto en formato HTML como de texto. 

 

ANÁLISIS DE SITIOS DE GLICOSILACIÓN 

 

Para este análisis se utilizó la herramienta N-GliycoSite d(N-Linked Glycosylation Analysis 

(lanl.gov)).  La herramienta N-GlycoSite marca y cuenta las ubicaciones donde se produce 

el patrón NX[ST]Z, donde el aminoácido en la posición X o Z pueden ser determinantes 

importantes de la eficiencia de la glicosilación. Por ejemplo, una prolina en la posición X o 

Z desfavorece fuertemente la glicosilación ligada a N. Las señales de glicosilación ligadas a 

O son más difíciles de predecir y no son parte del análisis de esta herramienta, pero se 

pueden estimar sus posiciones usando el programa NetPhos en el Centro de Análisis de 

Secuencias Biológicas (RMG).  

 

Además, se llevó a cabo un análisis de escudo de glicanos con la herramienta Glycan Shield 

Mapping (Glycan Shield Mapping (lanl.gov)). Se tomaron solo 10 secuencias, 6 

pertenecientes a las secuencias recombinantes y 4 a las no recombinantes que incluyeron 

los sitios de glicosilación con mayor porcentaje en ambos grupos ver tabla 4. 

Tabla 4. Sitios de glicosilación por número de secuencias. 

https://www.hiv.lanl.gov/content/immunology/ctl_search.html
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/PepMap/pepmap.html
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/PepMap/pepmap.html
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/GLYCOSITE/glycosite.html
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/GLYCOSITE/glycosite.html
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/GLYSHIELDMAP/help.html
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Se muestra en la primera columna el número total de residuos glicosilados a lo largo de 

una secuencia, en la segunda columna se muestra la proporción de secuencias que 

incluyen los sitios previamente mostrados y en la tercera columna los sitios de 

glicosilación, marcando en verde los que son diferentes de las no recombinantes para la 

primera fila y los que tienen una línea abajo son los que no están en ningún grupo de los 

no recombinantes.  

ANÁLISIS DE USO DE CORRECEPTOR 

Para este análisis se utilizó la herramienta VIHCor que se localiza en el servidor: 

http://codes.bio/VIHcor/. Con esta herramienta logramos definir el correceptor usado. 

Para este paso se necesitó seleccionar solo la zona correspondiente a V3, en este caso con 

la ayuda de MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) se tomaron solo 36 

aminoácidos de la región variable 3 de cada uno de los grupos de secuencias.  

VIHCoR se construye utilizando un modelo de Random Forest (RF) que es un método de 

conjunto que integra muchos árboles de clasificación y regresión (CART) (105). El modelo 

RF aprovecha dos poderosas técnicas de aprendizaje automático: empaquetado y 

selecciones aleatorias de características. 

En el rendimiento de la predicción, se usan cuatro parámetros estadísticos estándar, 

precisión (Ac), sensibilidad (Sn), especificidad (Sp) y coeficiente de correlación de 

Matthews (MCC). Se dan ecuaciones que describen los detalles de los cuatro parámetros 

estadísticos: 

http://codes.bio/hivcor/
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donde TP es el número de péptidos predichos correctamente en el conjunto de datos 

positivos y TN es el número de péptidos predichos correctamente en el conjunto de datos 

negativos (105). Mientras tanto, FP representa el número de péptidos predichos 

incorrectamente en el conjunto de datos positivos y FN representa el número de péptidos 

predichos incorrectamente en el conjunto de datos negativos. Además, se utilizaron las 

curvas ROC (características operativas del receptor) para demostrar la capacidad de 

predicción del modelo propuesto (104). 

Los resultados de predicción son validados mediante la predicción estadística de 

validación cruzada de N veces que es uno de los tres métodos que se utilizan a menudo 

para identificar el modelo predictivo empírico por su robustez en aplicaciones prácticas 

(105). 

 

RESULTADOS 

 

DESCRIPCIÓN DE SECUENCIAS DEL GEN ENV DEL VIH-1 SUBTIPO B  

 

Se seleccionaron secuencias completas de env que cumplieran con los criterios 

establecidos en la sección de Métodos. En resumen, se seleccionaron 6797 secuencias del 

VIH-1 subtipo B de Norte América y Europa correspondientes a 4 años consecutivos del 

2015 al 2018.  

- 

En este proceso se agruparon las secuencias obtenidas por año. ya que no en todos los 

años se obtuvieron secuencias para ambas regiones (Norte América y Europa). Para el año 

2015 se descargaron 2206 secuencias, para el 2016 fueron 2628 secuencias, para el 2017 

solo se encontraban disponibles 207 secuencias, y para el 2018 en dónde s se tuvieron 
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1256 secuencias, obteniendo un total de 6797 secuencias con las cuales inició el proyecto. 

La distribución de secuencias por año y región se muestra en la 5.  

 

Tabla 5. Número de secuencias por año y región  

 

DETECCIÓN DE CLÚSTERS DE TRANSMISIÓN 

Con el objetivo de identificar posibles clústers de transmisión se utilizó una herramienta 

a gran escala de epidemiología molecular de VIH-1, que se llama VIH-TRACE 

(TRAnsmission Clúster Engine). 

 

Al utilizar esta herramienta se obtuvieron un gran número de clusters por cada uno de los 

años, en los cuales se observó una alta variación en el número de secuencias que los 

conforman (ver tabla 6). El año para el que se obtuvo un mayor número de clusters fue en 

2015 con 133 clusters perteneciente a la región de Norte América. El menor número de 

clusters fue de 2 que corresponden a Europa para el año 2016. En la tabla 6 se indican el 

número de secuencias totales por año y por región, así como el número de clusters totales 

obtenidos por año. De las 6797 secuencias analizadas, 5866 fueron clasificadas en uno de 

los 309 clusters formados, y 931 secuencias quedaron sin agrupación. 

 

Tabla 6. Secuencias totales por región, número de cluster y año. 
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Los sets de secuencias no alineadas en arcVIHo FASTA, fueron procesados por VIH-TRACE 

para generar un arcVIHo JSON que contiene la descripción de las redes de transmisión 

inferida como nodos (individuos) y enlaces (potenciales socios de transmisión).  

La visualización general de los clústers del primer set analizado. correspondiente a la 

región de Norte América, país Estados Unidos del año 2015 se muestra en la Figura 11. 

 

Figura 11. Muestra un clúster de Norte América, año 2015 con VIH-TRACE. 

La información se organizó por años y región particularmente para los análisis se decidió 

que los clusters que continuarán siendo analizados serían aquellos con al menos 20 

secuencias y limitando a 10 el número máximo de clusters por año y región geográfica.  Al 

seleccionar los 10 clusters más grandes por año se identificó que estos corresponden a 

sólo dos países. En la región de Norte América los clusters identificados pertenecen a 

Estados Unidos y para la Región Europea pertenecen a Alemania.  

En la tabla 7 se muestra el tamaño de los clústers de Estados Unidos que cumplen con los 

criterios para llevar a cabo el análisis de recombinación. De los grupos 1, 2 y 4 los 10 

primeros clústers cumplieron el criterio de mínimo de secuencias. Con respecto al grupo 

3, se tomaron en cuenta los primeros cuatro clusters, aunque el último de estos solo 

contaba con 19 secuencias con el fin de evaluar si el poder de nuestro programa de 

detección de recombinación permite el uso de conjuntos de datos pequeños. 

 

Tabla 7. Descripción de los grupos para Norte América, Estados Unidos 
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Como se observa en la tabla 6, en el grupo correspondiente para el año 2016 de 

Europa/Alemania se obtuvieron 30 clusters, pero de estos sólo 7 tienen el número mínimo 

de secuencias, mientras que para el año 2018 solo se identifiaron dos clusters y ambos 

fueron incluidos en el análisis (tabla 8).  

 

Tabla 8. Descripción de los grupos para Europa/Alemania 

 

 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LOS CLÚSTERS  

Adicionalmente VIH-TRACE reporta la estadística descriptiva del total de nodos, los cuales 

corresponden a las secuencias que representan a los individuos dentro del clúster y 

número de enlaces considerados como potenciales socios de transmisión, así como la 

media, mediana, rango y rango intercuartil para el número de enlaces entre los nodos y el 

tamaño de los clústers (Tabla 9). esto referido a los datos globales de cada set, 132 clústers 

del primer grupo, 92 para el segundo, 13 para el tercero, 38 para el cuarto, 30 para el 

quinto y 2 para el sexto.  

Tanto la mediana como la media miden la conectividad de la red y, podemos observar que 

para el grupo 4 en el link de nodos los datos son simétricos ya que la media y la mediana 

son similares, pasa lo mismo en el grupo número 6 para el tamaño de los clústers. En este 

último grupo, las secuencias utilizadas para hacer links fueron ocupadas casi en su 

totalidad usando 181 de 184.  



50 

El mayor número de enlaces fue para el grupo número 4 con 28026 potenciales socios de 

transmisión para el año 2018 con 1018 individuos. Lo que nos puede sugerir una relación 

más estrecha en estos clústers.  

El rango y el rango intercuartil nos hablan de la dispersión de los datos y como esta se hace 

más grande en algunos grupos identificados, por ejemplo el rango con respecto al link de 

los nodos del segundo grupo que nos muestra un rango de 1 a 113 a diferencia del tercer 

grupo que va de 1 a 55 siendo este con una menor distancia entre los números indicados. 

Para el tamaño de los clústers el rango más amplio está en el grupo 4 que va de 2 a 149 y 

el más bajo corresponde al 6 con un rango de 75 a 106, con respecto al rango intercuartil 

en esta sección tenemos que el más amplio corresponde al set número 3 y que los dos más 

bajos corresponden al grupo 1 y 6 (ver tabla 10).  

Tabla 9: Estadística descriptiva. Datos estadísticos obtenidos del análisis de las 6797 

secuencias en HIV-TRACE 
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EXTRACCIÓN DE SECUENCIAS POR CLÚSTERS PARA SU ALINEAMIENTO 

Para cada uno de los clústers seleccionados por su tamaño se obtuvieron las secuencias 

alineadas. Los lineamientos fueron examinados con el programa MEGA 5.05 (Molecular 

Evolutionary Genetics Analysis), para verificar su correcta alineación y posteriormente 

detectar señales de recombinación. 

PRUEBA DE ESTADÍSTICO F 

Para determinar las diferencias genéticas entre los clusters de Estados Unidos y Alemania. 

Se realizó una prueba del estadístico F el cual nos indicó un valor de p de cero. En este caso 

nos indica que los grupos de secuencias de las dos regiones efectivamente corresponden 

a poblaciones independientes las cuales pueden ser analizadas de forma separada. 

  

Análisis de Recombinación 

Se realizó la detección de recombinación de 43 clusters de transmisión en el programa 

RAPR, para un total de 3184 secuencias (Tabla 10). En 12 sets no se detectó recombinación 

(tabla 11 ). Los sets y los años, así como el número de clusters en estos y el número de 

secuencias en cada uno se representan en la tabla 11R. 

Tabla 10. Secuencias totales por país para el análisis de Recombinación. 

 

Tabla 11. Clusters dónde no se detectó recombinación. 
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Tabla 12.. Número de secuencias recombinantes por cluster. 

 

En un conteo global, se detectaron 986 puntos de recombinación estadísticamente 

significativos (breakpoints) fueron 986, el promedio de la frecuencia de recombinación 

fue 0.20810594. El grupo que presentó más puntos de recombinación significativos fue el 

correspondiente al año 2015 de Estados Unidos (EU) seguido del de Alemania del año 

2016, estos dos grupos también presentan mayor número de secuencias recombinantes, 

en contraparte los grupos con menor número de breakpoints fueron Estados Unidos 2017 
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y Alemania 2018 con 29 y 10, respectivamente, siendo los mismos con el menor número 

de secuencias recombinantes. Detalles en la tabla 13. 

 

 

Tabla 13. Número de breakpoints por año y frecuencias de recombinación. 

 

De toda la información generada se construyó un mapa genético para identificar en qué 

estructuras se localizan estos puntos de recombinación. De   forma global la mayoría se 

localizan en la glicoproteína 120, específicamente en las regiones variables 1 y 2 contando 

con 205 de los sitios. La región con menos puntos de recombinación fue el dominio 

conservado 5 (C5) y la región héptada 2 (HR2) con 6 y 7 puntos respectivamente. Ver tabla 

14 

Tabla 14. Breakpoints por estructura. 

 

*En gp120, dominios variables (V1 - V5), secuencias conservadas (C1 - C5). En gp41: el 

péptido de fusión (FP), dos regiones de héptadas repetidas (HR1 y HR2), el dominio 

transmenbranal (TMD) y la cola citoplasmática (CT). 
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En la Figura 12 se muestra la descripción gráfica de los breakpoints detectados y 

agrupados por país. En la figura se muestra la frecuencia de breakpoints en ventanas de 

50 aa., lo que quiere decir es que se dividió el número de breakpoints de cada una de las 

ventanas entre el número de secuencias analizadas para poder comparar los dos grupos 

de secuencias. Además, , se muestra el número total de breakpoints en  cada ventana d 

para tener una mejor interpretación.  

Cabe resaltar que los puntos de recombinación se agrupan en ciertas regiones. Se observan 

hotspots en las ventanas de las posiciones 151 a 200 y de 401 a 451 teniendo las zonas 

aledañas con una frecuencia media de puntos de recombinación. Notablemente vemos que 

la mayoría de los puntos se localizan en gp120 para todos los grupos, observando menos 

en la región de gp41 y variando de acuerdo al país esto de acuerdo al número de secuencias 

analizadas. Ver figura 12. 

 

 Figura 12. HeatMap de los puntos de recombinación usando una ventana deslizante de 50 

aminoácidos. Los puntos de recombinación se agruparon por país. . La secuencia de Env 

está dividida en 17 ventanas de 50 aminoácidos cada una. La acumulación de breakpoints 

se identifica en una escala de color para indicar las diferencias en la frecuencia de 

breakpoints. Se identifican en cuadros rojos los hotspots y en azul coldspots. Además de 

que se señalan estos sitios en la estructura de env que se muestra en la parte inferior. 

PATRONES DISTINTOS EN LAS POSICIONES BAJO PRESIÓN SELECTIVA POSITIVA DE LAS 

SECUENCIAS. 
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Para este análisis se compararon conjuntos de secuencias recombinantes y no 

recombinantes. Para detectar sitios que evolucionaron bajo selección se utilizaron dos 

herramientas con distintos enfoques (verosimilitud en el caso de SLAC y estadística 

bayesiana del programa FUBAR). Se localiazaron para cada año sitios específicos bajo 

presión selectiva positiva. En los seis grupos analizados se obtuvieron 137 sitios bajo 

presión selectiva positiva  en las secuencias recombinantes y 219 en las no recombinantes, 

cuando se utilizó en SLAC (p<0.01). Para los mismos datos en FUBaR detectó 152 sitios 

para las recombinantes y 266 sitios en las secuencias no recombinantes con una 

probabilidad posterior de 0.9 (Ver tabla 15). 

Tabla 15. Posiciones bajo selección positiva y negativa por grupo entre las secuencias 

recombinantes y no recombinantes de ambos análisis. 

 

Al realizar el mismo análisis con ambas herramientas, pero con los datos agrupados por 

país, no por años, podemos notar que las proporciones cambian obteniendo con el análisis 

de SLAC se localizaron 84 sitios de recombinación positiva para todas las secuencias 

recombinantes en cambio en el análisis de FUBAR se identificaron 57. 

Se muestra un esquema del número de sitios bajo presión selectiva positivas de las 

secuencias recombinantes totales obtenidas del análisis en FUBAR y SLAC en las ventanas 

de 50 a.a., para identificar si se localizan en hotspots de recombinación (Figura 13), y 

notamos que la distribución de estos sitios no coincide con los hotspots, pero si se 

encuentran cerca de las zonas de mayor número de breakpoints, como por ejemplo los 

sitios aledaños a la ventana correspondiete a 401-450 a.a. que corresponden a 351-450 

a.a y 301-350 a.a , tiene 7 y 10 sitios bajo presión selectiva positiva, en SLAC, 8 y 4 sitios 

bajo presión selectiva en FUBAR respectivamente.  
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Figura 13. Sitios bajo selección positiva en el esquema de breakpoints. Se muestra el 

número de posiciones con selección positiva en cada una de las ventanas. Se agrega la 

estructura de Env con gp120 y gp41 

Se observó que hay más posiciones bajo selección negativa que positiva. En general, la 

capacidad de identificación de sitios bajo presión selectiva fue proporcional al número de 

secuencias analizadas en cada uno de los sets. Se muestran las gráficas obtenidas del 

análisis en SLAC las mutaciones sinónimas y las no sinónimas comparando las secuencias 

recombinantes con las no recombinantes (Figura 14). 

 

Figura 14. Gráfica de mutaciones no sinónimas y sinónimas en la secuencia consenso del 

grupo de recombinantes por el método SLAC. Se observan las mutaciones sinónimas a 

partir de cero dirección hacia arriba y las no sinónimas del cero hacia abajo en cada uno 

de los aminoácidos. 

DIFERENTES PATRONES DE VARIABILIDAD ENTRE SECUENCIAS RECOMBINANTES Y NO 

RECOMBINANTES 

Para explorar la diferencia en variabilidad de las secuencias recombinantes y no 

recombinantes se realizaron comparaciones de entropía de Shannon, que se usa para 

estimar la variabilidad en cada una de las posiciones del alineamiento teniendo en cuenta 

la frecuencia y el número de bases presentes. Esto con la finalidad de observar el grado de 
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variabilidad entre los dos grupos se secuencias (recombinantes y no recombinantes). Lo 

que podemos observar es que si hay sitios específicos en dónde se localizan diferencias 

entre los grupos, por ejemplo, en las no recombinantes se notan sitios de alta variabilidad 

en la parte inicial de la secuencia correspondiente a las primeras posiciones del péptido 

señal y en entre los aminoácidos 250 y 410 ambas secciones en gp120, en cambio en las 

Recombinantes se nota más a la diferencia en las posiciones correspondientes a C4 y V5 

que va entre los a.a., 400 a 425. 

 

Figura 15. Entropía de Shannon en las secuencias del gen env. Se muestran dos conjuntos 

de secuencias alineadas, secuencias No recombinantes parte superior y Recombinantes 

parte inferior. Cada posición con una diferencia significativa en la variabilidad entre estos 

dos conjuntos se resalta en color rojo. Se muestran las estructuras de las glicoproteínas, 

así como su longitud. 

BÚSQUEDA DE EPÍTOPOS DE CTL/CD8  

La identificación de epítopos reportados se llevó a cabo en la base de datos de inmunología 

molecular de VIH dentro de la base de datos de los Álamos en la cual se identificaron 140 

epítopos específicos en los pacientes de Estados Unidos y 8 de Alemania en los cuales sólo 

80 de estas muestras de Estados Unidos fueron identificados en las secuencias analizadas, 

con diferentes proporciones entre las secuencias recombinantes y no Recombinantes. En 

las secuencias de Alemania sólo dos epítopos de ocho fueron identificados en las 

secuencias (Tabla 16). En la tabla se observa que no todos los epítopos están presentes en 

las mismas proporciones entre los dos grupos de secuencias, por ejemplo: TTLFCASDAK y 

KLTPLCVTL están presentes en un 80% en las secuencias recombinantes mientras que en 

las no recombinantes estos epítopos están presentes solo en un 31 y 27% 

respectivamente. De la misma forma podemos marcar los dos más abundantes en las no 
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recombinantes que corresponden a: WLWYIKIFI y RPVVSTQLLL con un 78% y 54% para 

cada uno, tomando en cuenta que solo WLWYIKIFI está en un porcentaje alto en las 

recombinantes y que RPVVSTQLLL no está en los primeros 25 epítopos más abundantes. 

Tabla 16. Porcentaje de epítopos en las secuencias recombinantes y No recombinantes, 

mostrando en forma descendente de cada una para mejor comparación. 
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EPÍTOPOS Y LOCALIZACIÓN EN LAS SECUENCIAS. 

Para visualizar e integrar la información y realizar la comparación con los hotspots 

identificados se mapearon solo los epitopes que se encontraron en estas regiones, ver 

Figura 17. Esta nos muestra que los epitopes más frecuentes no se localizaron en los sitios 

identificados como hotspots de recombinación (marcados con una línea azul marino).  

Sólo un epitope abundante en las Recombinantes identificadas se encuentra en un hotspot 

que va de los residuos 401 a 450.  Se muestra en la tabla 18 que indica cuales son los 

epitopes identificados en los hotspots y su porcentaje en las secuencias recombinantes y 

no recombinantes. 

 

Figura 17. Mapa de epítopos reportados en pacientes de Estados Unidos y su posición en 

la secuencia de referencia. Las líneas azul marino indican los sitios de hotspots. 

Tabla 18. Epitopes identificados en los hotspot y su proporción. 

 

ANÁLISIS DE SITIOS DE GLICOSILACIÓN  

En este análisis se comparó el número de sitios de glicosilación entre las secuencias 

recombinantes y no recombinantes. En la tabla 19 se muestran las posiciones glicosiladas 

correspondientes a los hotspots identificados y se marca la proporción entre las 

recombinante y no recombinantes que no muestran un cambio en el porcentaje entre los 
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grupos, de hecho se pueden indicar que las recombinantes no presentan dos sitios 

glicosilados que las no recombinantes sí (sitios 150 y 197), al contrario estas no presentan 

el sitio 189 y las recombinantes sí, mostrando este como uno de los más abundantes para 

las recombinantes con el 92% y el 186 con el 43% contra el 29% de las no recombinantes, 

esto para el primer hotspot, en el segundo se muestran dos sitios que son más abundantes 

para las recombinantes correspondientes al 413 y 415 con un 37% y 15% 

respectivamente. De las 23 posiciones glicosiladas 7 fueron identificadas con Asparagina 

que es un aminoácido sin carga, todas las demás fueron muy variables sin poder indicar 

un consenso. 

Tabla 19. Sitios de glicosilación identificados en los hotposts de gp120. 

 

En este análisis se identificaron 1942 sitios de Glicosilación en las 417 Secuencias 

Recombinantes, contra 50558 en las 1810 secuencias de las no recombinantes. Además de 

que de acuerdo a la longitud de la secuencia en las recombinantes se localizaron 88 sitios 

que se glicosilan y en las secuencias no recombinantes 93 sitios. La mayoría de estos sitios 

de glicosilación identificados se localizan en gp120 y solo 5 sitios se localizaron en gp41. 

ANÁLISIS DE ESCUDO DE GLICANOS  

 

Para este análisis primero se tomaron las secuencias más representativas que presentaran 

el mayor número de sitios glicosilados identificados previamente. 
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El análisis de la evolución del escudo de glicanos de las secuencias recombinantes y no 

recombinantes mostró un poco de variación en el número de agujeros en el escudo de 

glicanos oscilando entre 113 a 94 en las recombinantes y 107 a 99 en las no 

recombinantes. Estos fueron identificados y colocado en cada una de las ventanas de 50 

a.a., identificando 3 zonas en dónde se acumulan más, en el rango de 151 a 200, 301-350 

y en 601-650, como se muestra en la tabla 20 y estos se localizan en V2, C2 en CHR 

(repetición heptada terminal). Casi todos los sitios para todas las secuencias son los 

mismos, de hecho, los 10 sitios analizados para gp120 en ventanas de 50 en 50 a.a 

presentes en las 10 secuencias corresponden a los mismos sitios en todas, y para gp41 

tampoco hay variación en los 3 segmentos que casi no presenta variación. No se presentan 

diferencias en los agujeros de glicanos entre las secuencias recombinantes y no 

recombinantes. 

 

 Tabla 20. Distribución de agujeros de glicano en secuencias recombinantes y no 

recombinantes a lo largo de las estructuras gp120 y 41. 

 

Se puede visualizar la distribución de estos agujeros de glicano en la siguiente figura la 

cual fue dividida con líneas rojas por casa 50 a.a., y se colocaron los sitios de los agujeros 

de glicano en cada sección, esta solo representa a gp120 iniciando a partir de C1.  
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Figura 17. Estructura de proteína gp120. La proteína está dividida cada 50 a.a con una 

línea roja y números rojos indicando hasta que posición llega y en números azules se 

indican el número de sitios de agujeros de glicano en cada segmento. Se marca la 

estructura secundaria con círculos en gris oscuro y en círculos en gris claro las hojas beta, 

además de marcar en regiones sombreadas las regiones variables de la 1 a la 5. 

 

En la figura 18 se muestra una representación en una estructura cristalina de Env 

trimérica de referencia, asumiendo que cada PNGS está ocupado por glicanos. Para 

aproximar la dinámica de los glicanos, asumimos que cada glicano protege la superficie de 

la proteína Env dentro de un radio de 10 A° del átomo de carbono alfa de la asparagina 

PNGS, un límite utilizado para caracterizar la superficie de la proteína Env en la vecindad 

de los glicanos. Mediante el mapeo de áreas protegidas alrededor de cada PNGS en la 

superficie de la proteína trímera, se puede estimar el grado de protección de glucano para 

cada trímero y se muestra una representación de una secuencia recombinante. 

 

Figura 18. Agujeros de glicano en la estructura de Env vista de 3 ángulos. Se Muestra el 

escudo de glicano predicho desde 3 puntos de vista, de izquierda a derecha: 1) "lado" gira 



63 

la vista anterior ~120° grados en sentido contrario a las agujas del reloj alrededor del eje 

vertical; 2) "frente" es la vista con la membrana viral en la parte inferior y 3) "superior" 

muestra la vista a lo largo del eje del trímero desde el vértice del trímero. Así como el 

número de sitios por cada ventana de a.a. 

 

ANÁLISIS DE USO DEL USO DE CORRECEPTOR  

 

Este análisis se realizó en 416 secuencias recombinantes y 1809 No recombinantes, en las 

que la longitud de secuencia del loop V3 era la mínima para llevar a cabo el análisis (36 

a.a.).  En todos los casos obtuvimos una alta probabilidad de uso del mismo correceptor 

que fue CCR5 indicándonos que las muestras pudieron ser tomadas en estadios tempranos 

de la infección. Los valores de la predicción variaron en algunos decimales, pero en ambos 

grupos, recombinantes y no recombinantes se obtuvo el mismo resultado (Ver tabla 21). 

Tabla 21. Valores de predicción de uso de correceptor. 
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DISCUSIÓN   

En este proyecto se ha descrito por primera vez la recombinación intrasubtipo en el gen 

env de VIH-1 subtipo B con herramientas bioinformáticas, para dos países, Estados Unidos 

y Alemania con una N de más de 400 secuencias lo cual no se había realizado 

anteriormente.  

Como ya lo había indicado Sergei et al., [84] VIHTRACE sirvió adecuadamente para 

detectar grupos de transmisión en las regiones de Norte América y Alemania lo cual nos 

delimitó los grupos en los cuales fue más probable detectar eventos de recombinación ya 

que pertenecen al mismo cluster epidemiológico. Dando pauta a estudiar la recombinación 

intrasubtipo en un cluster epidemiológico específico. 

La estrategia usada para detectar recombinación se basó en utilizar conjuntos de 

secuencias con relación epidemiológica, lo que suponemos aumentará la probabilidad de 

que estas secuencias hayan sufrido eventos de recombinación entre sí. Usando RARP se 

detectó se identificaron 417 secuencias recombinantes con un total de 987 puntos de 

recombinación estadísticamente significativos, lo cual, corresponde a una frecuencia de 

recombinación de 0.20810594 por sitio por generación lo que corresponde a un rango de 

1 a 49 eventos de recombinación por secuencia que se considera como alta. Smyth y cols., 

que en promedio obtuvieron entre 19-20 eventos de recombinación por genoma para gag 

y pol [85]. Estudios previos indican que la tasa de recombinación intrasubtipo      en 

estudios in vivo depende de la población de estudio, la frecuencia de uso de anti-

retrovirales, el tiempo de seguimiento de los pacientes y los métodos usados para la 

detección [75]. Otros reportes de recombinación intersubtipo habían indicado 2.4 cruces 

por genoma en un estudio con 16 secuencias en el 2002 [107] además Rhodes en el 2003 

indicó que la recombinación se produce a una tasa notable de aproximadamente cada 2 kb 

o posiblemente incluso con mayor frecuencia en algunas condiciones fisiológicas [46]. 

Letvin y colaboradores indicaron que en cada replicación viral ocurren de 7 a 30 eventos 

de recombinación por genoma y ciclo de replicación (RT)[47]. Otras estimaciones de las 

tasas de recombinación in vivo varían entre los diferentes estudios (1.4 × 10−5 a 2 × 10−4 

puntos de corte por sitio por generación) [32]. 

Estimaciones in vitro han demostrado una tasa de recombinación de 3x10-4 por sitio y 

generación [48]. Y específicamente para un estudio de recombinación intrasubtipo 
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identificaron 5.6 eventos de recombinación por genoma [49]. Zhuang y col estimaron que 

la recombinación intersubtipo ocurre aproximadamente 2.8 veces por genoma por ciclo 

de replicación viral (104). Tomando en cuenta que esto varía de acuerdo al estudio y 

región tenemos en cuenta también que otros genes estructurales presentan tasas 

variables como en el estudio de Smyth y cols., que en promedio obtuvieron una taza de 

2.0*10 -3 eventos de recombinación por nucleótido por ronda de infección o REPN (por sus 

siglas en inglés: recombination events per nucleotide per round of infection ) lo cual 

corresponde aproximadamente entre 19-20 eventos de recombinación por genoma para 

gag y pol.[85].  

 

Adicionalmente como lo reportado previamente en este análisis y confirmando la 

hipótesis, se localizaron dos hotspots entre los segmentos de 151-200 y 401- 450 

nucleótidos de Env, justo el segundo segmento identificado como hotspot coincide con lo 

que Salemi y cols, [86] encontraron su estudio de recombinación intrasubtipo para env 

teniendo dos breakpoints en las posiciones 300 y 430, coincidiendo en el segundo sitio 

con uno de nuestros hotspots. Adicionalmente Wei y cols [87], identificaron 5 breakpoints 

por medio de patrones de recombinación y cuando corroboraron esto por medio de RARP 

identificaron 7 coincidiendo con nosotros con 2 de sus sitios en nuestros dos hotspost las 

otras 5 se distribuyen en otras regiones de env.  

 

En el primer hot spot identificado correspondiente a la ventana de 151 a 200 nucleótidos 

se localizan las regiones hipervariables de VI y V2 que son conformaciones helicoidales las 

cuales cumplen un papel importante al exponer el sitio de unión de α4β7 [88] la cual es 

una integrina que se sobre expresa en linfocitos T CD4+ activados localizados en mucosa, 

también se expresa en altos niveles de CCR5 por tanto su presencia representan una 

población ideal para una reproducción infectiva, durante la fase aguda de la infección 

facilita la migración de linfocitos al intestino. Gp120 se une a α4β7 mediante un tripéptido 

conservado en el loop V2 (en las posiciones 179 y 181[87]) recientemente en las 

posiciones 170-173 [89], el cual es estructuralmente muy parecido a al ligando natural de 

esta integrina (MadCAM, VCAM) pero no es necesaria para la replicación [85, 90].   

 

En el segundo hot spot correspondiente a 401-450 se identifica parte de V4 y C4. Se sabe 

que las regiones V4 y V5 tienen una función no muy específica en cuanto a neutralización, 
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pero estas afectan la conformación del empaquetamiento del escudo de glicanos, 

limitando estéricamente la disponibilidad de determinantes de neutralización [91], ya que 

Wei y cols.  han indicado que las afectaciones a V4, pueden inhibir estrictamente el acceso 

principal de epítopes neutralizantes en la superficie del virus [91]. C4 se ha identificado 

como sitio implicado en el escudo de glicanos junto con V5 [92]. Y es un tramo anfipático 

de aminoácidos que, según los análisis mutacionales, constituye un componente principal 

de la región de unión a CD4 en gp120 [93]. 

 

Los cold-spots localizados fueron dos, de 551 a 600 y de 851 a 856 aminoácidos en la 

sección de gp41 mostrando claramente menor número de breakpoints en sus dominios 

bien definidos. En  el primer cold spot tenemos parte de las regiones de héptadas repetidas 

(HR) terminales N y C que finalmente forman un haz de seis hélices que impulsa la 

aposición y fusión de la membrana, lo que finalmente conduce a la formación de poros de 

fusión, estas han sido objetivos para el desarrollo de numerosos inhibidores de fusión 

como T20 (Enfuvirtide), además en el segundo cold spot se localiza curiosamente,  la cola 

citoplasmática de gp41 que no solo regula la incorporación de env sino que también regula 

la fusión. Se sabe que la región de la cola de gp41 contiene 3 regiones LLP (péptidos líticos 

lentivirales) que interactúan con la membrana viral y regulan la fusión, como es evidente 

en los mutantes de truncamiento [94]. 

 

Con esta información podemos inferir de forma más clara que la recombinación no se da 

de forma aleatoria sino en zonas específicas dentro de las estructuras de env. 

 

Los análisis de variabilidad del gen Env entre las secuencias recombinantes y no 

recombinantes mostraron diferencias entre las posiciones a lo largo de la secuencias, 

aunque el número de secuencias a sido menor en el grupo de recombinantes la variación 

presente en las secuencias elevada, y esta se puede identificar mayoritariamente en las 

posiciones de 400 a 420 a.a que incluye estructuras como C4 y V5 esta zona coincide con 

la zona identificada como hotspot de 400 a 450 a.a., además para el mismo grupo se 

detectan posiciones de mayor variabilidad como en 253-258 que está al final de V3 y al 

inicio de C3, ambos grupos mostraron varias posiciones con una frecuencia de 

polimorfismos alta para los dos grupos estudiados.  
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Por el contrario, la zona correspondiente a C1, C5, FP y HR resultaron ser las más 

conservadas al presentar una menor frecuencia de polimorfismos. Nuestros resultados 

muestran concordancia en cuanto al grupo de secuencias NO recombinantes con lo 

detectado previamente por YAO y colaboradores con posiciones en las regiones V1 y V4 

en estudios entre subtipos diferentes como el A, C B y D pero estas regiones presentaron 

mayor variabilidad [95].  

Con respecto a las recombinantes que, si presentan posiciones polimórficas, pero no con 

el mismo grado que las no recombinantes de hecho para este punto se asocia a lo ya 

indicado por Schneider y colaboradores que mostraron que las diversidades virales 

siempre alcanzan un punto de equilibrio que es característico de la interacción virus-

huésped. Si la frecuencia de mutación es un reflejo de la tasa de mutación, es posible que 

los virus con tasas de mutación más altas no toleren tasas de recombinación altas y que 

estén demasiado cerca de la extinción, y las frecuencias de mutación más bajas pueden 

reflejar tasas de recombinación más altas que resuelven las mutaciones [96]. 

Continuando con la comparación entre las secuencias recombinantes y no recombinantes, 

se observó que la variabilidad fue alta en secuencias recombinantes, considerando que él 

número de secuencias con las que se realizó el análisis fue mucho menor (416),  en 

contraste con el grupo de secuencias NO recombinantes (1809). 

La conservación de C1, C5, FP y HR se podría explicarse a partir de su importancia 

estructural y funcional, ya que las variaciones en estas estructuras pueden afectar la 

capacidad de replicación del virus. Aparentemente, las estructuras de gp120 que 

corresponden a V1-V2 y V4-C4 facilitan la flexibilidad en cuanto a la presencia de 

polimorfismos, permitiendo conservar sus funciones básicas. 

Con respecto a la comparación entre los dos grupos de secuencias y determinar de mejor 

forma la variabilidad entre estos, se notó que hubo diferencia en los valores de entropía 

entre las posiciones de las secuencias recombinantes y las No recombinantes en V4-C4 

correspondiente al segundo hotspot confirmando mayor variabilidad en las 

Recombinantes. 

Aunado a esto, se identificó la presencia de un número considerable de posiciones bajo 

presión selectiva positiva a lo largo de las secuencias recombinantes de env las cuales se 

esperaba que las zonas de mayor número coincidieran con los hotspots encontrados 
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anteriormente ya que las mutaciones no sinónimas están asociadas al escape del sistema 

inmune como se ha indicado por Neher et. al. en el 2010 dónde la recombinación puede 

facilitar la rápida adquisición de múltiples mutaciones de resistencia debido a los cambios 

no sinónimos [48], lo cual no fue el caso ya que las herramientas utilizadas nos indicaron 

un mayor número de mutaciones no sinónimas en zonas aledañas a los hotspots que 

también presentaron un número considerable de posiciones bajo presión selectiva pero 

no el número más alto como se pudo haber imaginado. 

Aunque se esperaba que los epítopos localizados en ambos grupos fueran identificados en 

o cerca de los hotspots, pero no fue así, de los 80 solo uno de cada uno de mayor frecuencia 

para ambos grupos llegan a coincidir con nuestros hotspots dejando a la mayoría en la 

zona de la cola citoplasmática de hecho interesantemente se encontraron en diferentes 

frecuencias entre grupos, los 10 más abundantes de las recombinantes son mucho más 

frecuentes que en las no recombinantes en contraste la frecuencia de los 10 más 

abundantes de las no recombinantes son similares entre las recombinantes. Las 

secuencias recombinantes tienen mayor abundancia en sitios de reconocimiento para 

epitopes CTL/CD8.  El hecho de que no se hayan localizado coincidencias en estas zonas 

se puede deber a que al ser recombinantes se afirma que la respuesta inmunitaria impone 

una presión de selección diversificadora sobre la población de virus, lo que da como 

resultado un escape secuencial en cada epítopo. Una variante del virus no reconocida por 

el sistema inmunitario tiene una ventaja de aptitud y comienza a hacerse cargo de la 

población del virus, provocando finalmente una respuesta inmunitaria y, por lo tanto, la 

selección de nuevas variantes de escape [97].  

 

Con respecto a los sitios de glicosilación se identificó mayor número de sitios a través de 

toda la longitud de env en las secuencias no recombinantes con 92 posiciones en contraste 

con los 88 sitios de las recombinantes. Y de acuerdo al porcentaje de sitios de glicosilados 

por posición por secuencias no hubo gran variación, muy pocos presentaron diferencia 

entre los grupos recombinantes y no recombinantes. Tomemos en cuenta que a mayor 

número de sitios de glicosilación se infiere que hay un menor reconocimiento por el 

sistema inmune, a menor número de sitios de glicosilación hay un mejor reconocimiento.  

El hecho de que no se hayan encontrado diferencias en los PNGS de los dos grupos de 

secuencias recombinantes y no recombinantes puede deberse a que ya en otros estudios 

como en el de Cao y cols [98] se ha visto que en En la superficie del ectodominio Env hay 
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~95 sitios de glicosilación en promedio, y el análisis de espectrometría de masas (MS) ha 

revelado que existe heterogeneidad composicional entre sitios, así como en el mismo sitio 

entre diferentes copias de Env. 

Adicionalmente el uso del correceptor para todas las secuencias fue CCR5 (R5) sin 

distinción para ninguno de los dos grupos, indicando que la recombinación puede no 

afectar la acumulación o pérdida de motivos considerables en estas secuencias analizadas. 

 

La distribución de PNGS fue casi idéntica entre todas las secuencias analizadas de ambos 

grupos recombinantes y no recombinantes, es posible que estos patrones en la 

distribución de PNGS pueda constituir una ventaja durante la entrada del virus como 

protección como otros casos han notado en la falta de variación quizá por otros motivos 

aún no identificados [99]. 

 

Los resultados de todos los análisis realizados en este proyecto se agruparon en un mapa 

del gen env que resume las secciones recombinantes, así como la recombinación y su 

asociación con presión selectiva positiva y la distribución de epítopes y sitios de mayor 

glicosilación para ambos grupos recombinante y no recombinantes.  

 

Este estudio muestra características únicas de la recombinación intrasubtipo en el gen env 

del VIH-1 subtipo B, de dos países con muestras de más de 400 secuencias, lo cual puede 

guiar estudios para comprender de una mejor manera la recombinación intrasubtipo del 

VIH -1 subtipo B a un nivel regional y poblacional.   

 

CONCLUSIONES. 

 

En este estudio se recabaron y utilizaron 6797 secuencias con las cuales se trabajó para 

realizar un análisis de recombinación de 3184 secuencias de env de dos países que 

formaron una cohorte representativa de los virus que circulan en Estados Unidos y 

Alemania. 

Los breakpoints que se identificaron demostraron que no hay aleatoriedad a lo largo del 

gen env, y sobre todo esto se vio representado en las zonas de V1-V2 y V4-C4, coincidiendo 

con polimorfismos que marcan la variabilidad, que en su mayoría esto podría explicarse 

por la presión selectiva provocada por el sistema inmune. Se observó que la estructuras 
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como FP, HR, CT tiende a preservarse debido a la importancia en el correcto 

funcionamiento de la fusión de membranas e inserción. 

Los resultados demuestran por vez primera un panorama de la influencia de la 

recombinación intrasubtipo en la evolución del VIH-1 subtipo B, enfocándose en la 

importancia de esta y las interacciones y variación a través del gen de env. 

Con estos resultados se podría revelar la existencia de nuevas asociaciones en el control y 

regulación del sistema inmune con respecto al VIH-1 subtipo B, que puedan ser relevantes 

en la aportación de conocimiento para el acervo del diseño de vacunas que puedan ser 

basadas en CTLs. 

El progresar con estos estudios e incluir a otros países y diferentes poblaciones permitirá 

tener una perspectiva más amplia de la recombinación intrasubtipo y la evolución del VIH-

1 subtipo B lo cual ayuda a identificar blancos específicos no definidos para otras 

poblaciones que pudieran revelar información importante en el tratamiento y prevención 

de la infección así como servir como blanco para  estrategias antirretrovirales. 

 

En nuestros análisis, las secuencias recombinantes no contienen diferencias significativas 

en las características, como el tropismo del correceptor, la cantidad de sitios PNG u otros 

motivos que se han descrito previamente en la literatura como potencialmente ventajosos 

en la transmisión o infección temprana. 

Quizá desde otra perspectiva el escape de epítopos inmunes de anticuerpos y linfocitos T 

citotóxicos puede impulsar la selección temprana de recombinantes como en el estudio de 

Keri y cols [99]. 

 

Como parte del seguimiento de esta investigación, el continuar con estudios sobre el 

impacto de recombinación intrasubtipo en poblaciones de diferentes tamaños y con 

muestras de los mismos individuos y en tiempos consecutivos para todos, permitiría 

poder realizar comparaciones más claras y realizar análisis de fitness viral tomando en 

cuenta la capacidad replicativa versus la replicación viral en estudios in vitro. Esto nos 

daría mucha más información, pero sería muy específica de los pacientes evaluados en una 

población y del subtipo de VIH específico en esa región, que nos llevaría a una medicina 

especializada. Este tipo de proyectos también nos permiten revelar el valor que tiene el 

impacto de la adaptación viral en los individuos que se asocia con la progresión de la 

enfermedad, continuar los estudios en ello, nos permite ahondar en aspectos de la 
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evolución del virus por individuos a nivel regional y poblacional, contribuyendo con 

información, para poder generar estrategias para el control y prevención en un futuro 

cercano de la infección por VIH. 
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