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RESUMEN

La proteina CA de gag que forma la capside del VIH posee un papel estructural y funcional
esencial para el ciclo viral, resultando un interesante objetivo para el disefio de test
moleculares diagnosticos y nuevas drogas antirretrovirales. En este trabajo estudiamos en
detalle la conservacion de esta proteina y de los elementos de su estructura secundaria.
Localizamos los marcadores genéticos asociados a cada variante del VIH-1 y VIH-2 y los
polimorfismos en aminoacidos clave para su funcion descritos en la literatura. También
evaluamos la utilidad de secuencias de la CA para clasificar correctamente las variantes del
VIH por anélisis filogenético. Para todo ello se descargaron 39.010 secuencias de la proteina
CA de la base de datos del Laboratorio Nacional de los Alamos de EE.UU de todas las
variantes del VIH (tipos, grupos, subtipos, sub-subtipos y CRFs) y se analizaron utilizando
una nueva herramienta bioinformatica desarrollada en el laboratorio y verificada durante este
estudio. CA presentd una alta conservacion en las 105 variantes analizadas, encontrando
estructuras menos conservadas como la horquilla-B, la hélice-a 6 y el loop de union a
ciclofilina A. Se encontraron marcadores genéticos de variante en todos los tipos, subtipos,
sub-subtipos y recombinantes del VIH. Se hallaron mutaciones en posiciones relevantes para
la funcionalidad de estructuras destacadas de CA y en residuos altamente conservados cuyos
polimorfismos se asocian a defectos del ensamblaje de la capside inmadura segun la literatura.
Por ultimo, se constaté que CA es una buena region para caracterizar gran parte de las
variantes del VIH.

ABSTRACT

The CA gag protein that forms the HIV capsid has an essential structural and functional role
for the viral cycle, being an interesting objective for the design of diagnostic molecular tests
and new antiretroviral drugs. In this work we studied in detail the conservation of this protein
and of the elements in its secondary structure. We located the genetic markers associated
with each HIV-1 and HIV-2 variant and the polymorphisms in key aminoacids for its
functions described in the literature. We also evaluated its usefulness to correctly classify HIV
variants by phylogenetic analysis. For this purpose, we downloaded 39.010 CA sequences
from all HIV variants (types, groups, subtypes, sub-subtypes and CRFs) from the US Los
Alamos HIV database and we analyzed them using a new bioinformatics tool developed in the
laboratory and verified during this study. CA presented a high conservation in the 105
analyzed HIV variants. We identified structures with lower conservation such as the 8 hairpin,
the a helix 6 and the cyclophilin A binding loop. HIV-1 variant associated genetic markers
were found in all types, subtypes, sub-subtypes and HIV CRFs. We found mutations in CA
residues relevant for the functionality of CA structures and in highly conserved residues
whose polymorphisms have been associated in the literature to defective assembly of the
immature capsid. Finally, we found that CA coding region is a good region to characterize a
large number of HIV variants.



INTRODUCCION
1.1 Origen y epidemiologia del VIH

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), descubierto en 1983, es el agente etioldgico
del Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) en humanos. Es un virus ARN del
género Lentivirus y de la familia Retroviridae. EI VIH presenta su origen en maultiples
transmisiones zoondticas de virus de la inmunodeficiencia de simios (VIS) desde primates a
humanos en Africa central y occidental. Uno de estos eventos de transmision a partir del VIS
de chimpances en el Sudeste de Camerun, dio lugar al VIH-1 del grupo M, principal causante
de la pandemia de SIDA del siglo XX (American Society for Microbiology and Versalovic,
2011). Segun el informe de 2018 del Programa Conjunto de las Naciones Unidas sobre el
VIH/Sida (ONUSIDA), en 2017 casi 37 millones de personas vivian con el VIH, 1,8 millones
contrajeron la infeccion ese afio y 940.000 fallecieron a causa de enfermedades relacionadas
con el SIDA (UNAIDS, 2018).

1.2 Diversidad genética del VIH

El VIH presenta una rapida evolucién y alta heterogenicidad genética que le permite adaptarse
a nuevos hospedadores y presiones selectivas. Su origen se debe a la elevada frecuencia de
mutacion y de recombinacion durante la actividad de la retrotranscriptasa (RT) viral y a la alta
tasa de replicacion del virus. Asi, la RT carece de actividad exonucleasa 3"-5" correctora v,
por tanto, es incapaz de eliminar los nucleétidos incorrectamente incorporados durante la
retrotranscricion, dando lugar a la generacion continua de variantes. Esta diversidad genética
presenta importantes implicaciones en la patogenia, transmision, inmunogenicidad y
tratamiento del VIH (Hemelaar, 2013) y le confiere una estructura poblacional de
“cuasiespecie viral”, entendida como un espectro de mutantes constituido por distintas
variantes del virus con genomas relacionados, pero no idénticos, que infectan a un mismo
individuo (Domingo et al., 2012).

1.3 Clasificacion del VIH

El VIH se clasifica en dos tipos: VIH-1 y VIH-2. Como resultado de la alta variabilidad
genética, el VIH-1 se ha clasificado en base a la homologia genética de secuencias génicas
completas o parciales en cuatro grandes grupos: M (main o principal), O (outlier), N (no M,
no O), y P, del que casi no se han descrito infecciones salvo casos aislados en Camerun. Los
virus de los grupos O y N del VIH-1 presentan baja prevalencia, siendo mayoritariamente
encontrados en Africa subsahariana occidental. Practicamente la mayoria de infecciones por
VIH-1 estan causadas por variantes del grupo M, que ha sido subdividido en 9 subtipos (A-D,
F-H, J, K), varios sub-subtipos (A1-A6 dentro del subtipo A; y F1y F2 dentro del subtipo F),
98 formas recombinantes circulantes (CRFs) e innumerables formas recombinantes Unicas
(URFs) (Robertson et al., 2000) (Figura 1).
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Figura 1. Clasificacion de las variantes del VIH



Aunque el VIH-2 también es capaz de causar SIDA, presenta importantes diferencias
epidemioldgicas, geograficas y clinicas con el VIH-1: es menos patogénico, presentando
periodos de latencia clinica mas largos, una progresién mas lenta y menor carga viral en
individuos asintomaticos. A su vez, las tasas de transmision horizontal y vertical son menores.
El VIH-2 es resistente de manera natural a los inhibidores de la RT no analogos de
nucledsidos y es méas cercano filogenéticamente al VIS que al VIH-1. Actualmente causa de 1
a 2 millones de infecciones, con altas prevalencias en Africa Occidental. La organizacion
genomica del VIH-2 es similar a la del VIH-1, pero su regulacion genética es diferente. El
VIH-2 se clasifica en 9 grupos (A-1), representando cada grupo un unico evento de
transmision del virus entre especies, y 2 formas recombinantes: una forma recombinante
circulante 0 CRF (CRF01_AB) y una forma recombinante Unica o URF (Visseaux et al.,
2016).

1.4 Estructura del VIH y ciclo replicativo

El VIH presenta forma esférica, con un didmetro de 100-120 nandémetros. El virion posee tres
capas: una envoltura externa lipidica, procedente de la membrana de la célula humana
infectada, con las glicoproteinas virales gp120 y gp41 en forma de trimeros, la matriz proteica
(MA) vy la céapside icosaédrica (CA), dentro de la cual se encuentran las enzimas virales: RT,
proteasa (PR) e integrasa (IN), la nucleocépside (NC) y dos copias de ARN viral de polaridad
positiva en su interior (Figura 2A).

El ciclo replicativo del virus puede dividirse en varias etapas (Figura 2B): (1) Interaccién
inicial entre el virion, mediante la glicoproteina viral gp120, y la célula diana (principalmente
linfocitos T CD4) (2) Fusion de la envuelta del virion con la membrana celular y
decapsidacion del genoma virico. (3) Transcripcion inversa y sintesis de ADN proviral (4)
Transporte al nlcleo del ADN proviral acoplado a factores celulares y virales en el complejo
de preintegracion, e integracion en el genoma hospedador gracias a la IN y a las secuencias
largas repetidas (LTR) virales que hay en el extremo del genoma viral. (5) Transcripcion del
ADN proviral a ARNm viral por la ARN polimerasa celular y traduccion a poliproteinas
precursoras. (6) Procesamiento y ensamblaje de las proteinas virales y salida de los viriones
inmaduros por gemacion. (7) Maduracién por accién de la PR viral de las poliproteinas gag y
gag-pol originando viriones maduros infectivos (Alcami and Coiras, 2011).
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Figura 2.A. Estructura del VIH.
Adaptada dehttps://www.enciclopediasalud.com/categorias/enfermedades/articulos/el-virus-del-sida.
B. Ciclo biologico del VIH. C. Genoma del VIH. Tomada de Alcami and Coiras, 2011.



1.5 Estructura del genoma de HIV-1y gen gag

El genoma del VIH esta constituido por tres genes principales comunes a todos los retrovirus:
gag, pol y env (Figura 2C). El gen gag codifica principalmente proteinas estructurales. El
gen pol codifica la PR, RT e IN virales y env codifica al precursor de las glicoproteinas gp120
y gp4l. Ademas, existen seis genes reguladores virales: tat, rev, vif, vpr, nef, vpu (s6lo en
VIH-1) y vpx (s6lo en VIH-2). En los extremos 5” y 3" se localizan las LTR no codificantes.
El gen gag codifica las proteinas implicadas en estructura y trafico viral, ensamblaje, control
de las proteinas pol, interaccion con proteinas celulares y salida viral. Por tanto, gag
determina la estructura y funciones enzimaticas en el VIH. Las principales proteinas
estructurales gag son p17 o MA, p24 o CA (denominada p26 en VIH-2) y p7 o NC (Tabla 1).
Estas proteinas, P6 gag y dos espaciadores (P1 y P2) se sintetizan a partir de una serie de
reacciones proteoliticas mediadas por la PR en unos sitios de corte especificos Ilamados sitios
de procesamiento proteico o cleavage sites (CS) ubicados en las poliproteinas precursoras gag
(Pr55gag) y gagpol (Pr160gagpol) (Figura 3). Esta Gltima poliproteina se genera gracias a un
marco de lectura ribosomal adicional durante la traduccion del precursor gag (Torrecilla et al.,
2014).
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Figura 3. Procesamiento de gagpol. Adaptada de http://www.bioafrica.net/proteomics/HIVcleavagesites.html

Tablal. Longitud, localizacién y funcidn de las proteinas gag del VIH-1 generadas durante la maduracién viral

Localizacion HIV-2 Localizacié

HXB2 n BEN Funcién Detalles

Formacion de la MA.

p17 p15 Estabiliza la envoltura
S;/Il':‘; 2-132 1(?'\’1?2 2-135 Estructural Acompafia al ADN al interior del
nlcleo antes de su integracion.
p24 p26
(CA) 133-363 (CA) 136-365 Estructural Formacion de la cépside viral.
231 aa 230 aa
02 02 Ensamblaje y morfogénesis.
1433 378-432 17 2a 366-382 Reguladora Estabilidad del dimero ARN-VIH
Infectividad viral.
Formacion de la NC.
péé’:f) 378-432 p%l:;:) 383-431 Ersgrttl::érﬂay Reconocimiento viral e incorporacion
g del ARN al nuevo virion.
pl 433-448 pl 432-445 Reguladora Regulacion del nimero de proteinas
16 aa 14 aa gag y pol.
Sgga 449-500 7221& 446-521 Reguladora Incorporacion de vpr al virién.

Adaptado de HIV Sequence Compendium 2018 Los Alamos y Uniprot: https://www.uniprot.org.html




1.6 Proteina p24/p26 (CA) y cépside:

En este PFM estudiaremos en detalle los marcadores genéticos asociados a cada variante del
VIH y los dominios conservados en una de las proteinas gag: la p24 o CA, que forma la
capside viral. Se ubica entre los nucleodtidos 1186 y 1879 del aislado subtipo B HXB2 del
VIH-1. Esta proteina, con 231 aminoacidos (aa), tiene un dominio N-terminal (NTD) de 145
aa con una horquilla  y 7 hélices a (H), asi como un dominio C-terminal (CTD) de 85 aa con
4 hélices o y una region sin estructura de 11 residuos. Ambas regiones estan unidas por una
Regioén de Union Interdominio (RUI) (aa 146-150). También presenta una Region de
Homologia Mayor 0 MHR (aa 153-172) en el CTD con 20 aa altamente conservados y un
loop (aa 85-93) en el NTD que se une a la ciclofilina A (Figura 4A). La cépside madura esta
formada por aproximadamente 1.100 mondémeros de P24 ensamblados en una matriz de
hexameros con 12 variaciones pentaméricas, donde NTD es responsable de los contactos
intra-hexaméricos y CTD forma dimeros de unién a los hexameros adyacentes (Figura 4B)
(Rihn et al., 2013). En el centro de cada hexamero hay un poro rodeado por seis residuos de
arginina cargados positivamente. EI poro estd cubierto por la horquilla B que puede cambiar
de conformacion para abrirlo o cerrarlo. Una molécula IP6 (inositol-hexakisfosfato) se une al
centro del poro estabilizando el hexamero (Jaques et al., 2016, Obr and Krausslich, 2018)
(Figura 4C).
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Figura 4.A. Estructura secundaria de la capside viral. Adaptada de RCSB Protein Data Bank

(http:/lwww.rcsh.org.html). B. Estructura terciaria de la capside viral. Adaptada de Quinn et al., 2018. C.
Horquilla 8 en la conformacidn de poro abierto (rosa) y poro cerrado (verde). Tomada de Jaques et al., 2016

Estudios previos de p24 con mutantes generados por mutagénesis dirigida han revelado que la
capside es extremadamente intolerante a las sustituciones no sinénimas, produciendo virus
defectivos o de infectividad reducida (Perilla and Gronenborn, 2016, Rihn et al., 2013). Ello
le hace una region muy interesante para el disefio de test moleculares diagndsticos que
detecten precozmente al VIH en nifios y adultos infectados. A su vez, dado que es tanto un
componente estructural vital para el VIH como un importante participante de funciones
béasicas del virus, tales como la retrotranscripcion, resulta un interesante objetivo para el
disefio de nuevas drogas antirretrovirales (Jaques et al., 2016, Rihn et al., 2013).



JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

En este trabajo se plantearon los siguientes objetivos:

1. Comprobar el correcto funcionamiento de una nueva herramienta bioinformatica
desarrollada en el laboratorio de Epidemiologia Molecular del VIH para identificar
regiones conservadas del VIH a partir de secuencias del virus.

2. ldentificar los dominios conservados en la proteina gag p24 en las distintas variantes del
VIH (tipos, grupos, subtipos, sub-subtipos y recombinantes CRF) con secuencia
disponible en LANL a fecha de estudio y en los elementos de la estructura secundaria de
la cépside.

3. Identificar los polimorfismos naturales 0 marcadores genéticos asociados a cada una de
las variantes del VIH en la proteina gagp24 (VIH-1) y p26 (VIH-2).

4. Analizar el grado de conservacion, en las distintas variantes del VIH-1, de aminoacidos
de p24 previamente identificados como esenciales para su estructura y ensamblaje viral.

5. Confirmar la utilidad de las secuencias de gag p24 para clasificar correctamente las
variantes del VIH-1 por analisis filogenético e identificar las variantes que peor se definen
en esta region.

MATERIALES Y METODOS
3.1 Descarga, alineamiento y traduccion de secuencias de la proteina CA del VIH

Entre enero y marzo de 2019 se descargaron todas las secuencias de la proteina gag CA en nt
y formato fasta de las variantes del VIH (tipos, grupos, subtipos, sub-subtipos y CRFs)
disponibles a fecha de estudio en la base de datos del Laboratorio Nacional de los Alamos de
EE.UU (LANL: http://www.hiv.lanl.gov/), que recoge las secuencias depositadas en
GenBank. Tras su descarga, las secuencias se alinearon y tradujeron a aa con el programa
MEGA v6.06 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis: https://www.megasoftware.net/),
utilizando el programa MUSCLE (Multiple Sequence Comparison by Log Expectation) para
alinear los aa de CA en cada variante. Tras el alineamiento, se emplearon las secuencias de
los aislados de referencia BEN de VIH-2 (subtipo A de VIH-2, n° acceso del GenBank
U38293) y HXB2 de VIH-1 (subtipo B de VIH-1, n° acceso del GenBank K03455) para
verificar la localizacion de los aa de CA en cada tipo del virus. Las variantes con menos de 3
secuencias se descartaron para el analisis posterior de conservacién y marcadores.

3.2 Evaluacion de la funcién de conservacién de secuencias de aminoacidos en la
herramienta bioinformatica EpiMolVIH

Para realizar el analisis de la conservacion de los aa de CA en las distintas variantes de VIH-1
y VIH-2 se utilizo la funcion “Conservacion” de una nueva herramienta bioinformatica
(EpiMolVIH) desarrollada y programada en el laboratorio por el experto Roberto Reinosa
Ferndndez. La finalidad de esta herramienta bioinformatica es el andlisis de secuencias del
VIH-1y VIH-2 en formato fasta, tanto para nt como para aa. El programa esta desarrollado en
el lenguaje de programacion Java usando el openjdk en su version 1.8.0 212 y esta disponible
tanto a 32 como a 64 bits. La razon principal del uso de Java es ser multiplataforma y
funcionar mas rapido que otras opciones con dichas caracteristicas. Esta herramienta
actualmente sirve para analizar mutaciones de resistencias a distintas familias de farmacos
antirretrovirales, para identificar polimorfismos frente a una secuencia deseada, y para
analizar conservacion a nivel de aa y nts. El software genera tablas y listas donde se presentan
los datos de forma clara y concisa. Actualmente el programa se encuentra en constante



desarrollo, y se van afiadiendo nuevas funciones y formas de presentacion de los datos segun
las necesidades del laboratorio EpiMolVIH.

La funcién de conservacion, recientemente programada, reconoce los alineamientos de
secuencias de aa o nt, introducidas en formato fasta previo alineamiento y traduccion en
MEGA v6.06. Calcula el grado de conservacion para cada residuo segun su posicién en la
proteina, teniendo en cuenta los gaps en la secuencia y genera un listado o tabla con la
secuencia consenso compuesta por el residuo o nucleétido més frecuente en cada posicion de
las secuencias alineadas y el porcentaje de conservacion de éste, siempre y cuando sea mayor
del 50% (Figura 5).

VARIANTE HIV2_A_p24.fas | HIV2_A p24.fas | HIV2_A_p24.fas | HIV2_A_p24.fas | HIV2_A p24.fas | HIV2_A p24.fas
POSICION 1 2 3 4 5 6
AA P \ Q
CONSERVACION 100,00% 98,80% 98,80%
TOTAL 162 162 162 162 162 162; 1 gap; 1?

Figura 5. Ejemplo de tabla de conservacion generada por el programa EpiMolVIH.

Para verificar el correcto funcionamiento de dicha herramienta bioinformatica, durante abril
se establecio una estrategia de verificacién en dos pasos. Primero se procedio al disefio de
202 secuencias de aa de diferentes longitudes empleando el programa MEGA v6.06, con
conservacion conocida para cada residuo del alineamiento de secuencias introducidas,
incluyendo también gaps (“-“), aa no identificados tras la traduccién (“?”) y “errores”
generados como simbolos que el programa no deberia considerar: “(*, “)”, “X”, “%”. Después
se usaron para comprobar los resultados de la funcion “Conservacion” del programa
EpiMolVIH. En segundo lugar, se volvio a comprobar la funcidon utilizando otros dos grupos
de secuencias de la CA del VIH: 188 secuencias de HIV-2 y 31618 secuencias de HIV-1
descargadas de LANL y con conservacion conocida en posiciones de aa concretas. Una vez
comprobado el correcto funcionamiento del programa para analizar el grado de conservacion,
se us6 para analizar las secuencias reales de CA de la base de datos de Los Alamos.

3.3 Identificacion de los dominios conservados en la proteina gag p24/p26 (CA) en las
distintas variantes del VIH-1y VIH-2

Se buscaron los dominios conservados en la secuencia de CA de las distintas variantes del
VIH-1 y VIH-2 empleando la funcién “Conservacién” dentro del programa EpiMolVIH
previamente indicada. Esta generd una tabla con una secuencia consenso y el grado de
conservacion para cada residuo de p24 (VIH-1) o p26 (VIH-2) en cada posicién y variante
analizada. Dicha tabla se modifico utilizando la herramienta Microsoft Excel de Windows,
generando un codigo de colores para cada intervalo de porcentajes de conservacion: rojo (<
50%), naranja: (50.1-74.9%), amarillo (75-89.9%), verde claro (90-99.9%) y verde oscuro
(100%). Para identificar los aa mas conservados en CA, se seleccionaron los residuos con
conservacion >90%, es decir, aquellos que aparecian en al menos el 90% de las secuencias
analizadas en esa posicion, para cada variante del VIH-1 y VIH-2 con al menos 3 secuencias
disponibles en LANL.

3.4 Generacién de secuencias consenso

Las secuencias consenso se definen como aquellas secuencias que tienen en cada posicion
aminoacidica, el aa méas frecuente de la cuasiespecie viral. Con el procedimiento previamente



descrito, se generaron secuencias consenso de CA para los grupos By Ay el CRF H2_01_AB
del VIH-2, para los grupos O, P, y N del VIH-1, y para cada subtipo, sub-subtipo y CRF del
Grupo M del VIH-1. Por otro lado, generamos tres secuencias consenso de consensos a partir
de los consensos previamente generados mediante el programa EpiMol (Tabla 2). Para ello,
se crearon manualmente archivos fasta de los consensos generados y se introdujeron en el
programa “Conservacion” de EpiMol, generandose la secuencia consenso de consensos
correspondiente con la conservacion de cada aa. Las 3 secuencias consensos de consensos
creadas fueron:
0] Consenso de consensos de la CA del VIH-1 empleando las secuencias p24 consenso
generadas para los grupos M, N, O y P del VIH-1
(1)  Consenso de consensos de la CA del grupo M de VIH-1 a partir de las 99 secuencias
consenso p24 que representaban a cada uno de los 8 subtipos, 7 sub subtipos y 84
CRFs con secuencia disponible en LANL a fecha de estudio.
Consenso de consensos de la CA del VIH-2 a partir de las secuencias p26 consensos
de sus 3 variantes con secuencias disponibles en LANL.
Es importante sefialar que las secuencias consenso de consenso se emplearon para el analisis
de conservacion, busqueda de marcadores de variante y analisis de estructuras y aa de interés
de CA, toméndose como referencia en los alineamientos, como se ira indicando en los
apartados posteriores.

(1)

Tabla 2. Secuencias de la CA empleadas para establecer cada consenso.
Secuencias empleadas

Consenso Método

Consenso de cada una de las 99 Secuencias de p24 disponibles '
variantes del VIH-1: grupos O, Py Ny en LANL. El n° total de
subtipos, sub-subtipos y CRFs del grupo secuencias por variante se

M describe en la Tabla 4.

Generados directamente
desde el programa EpiMol.

Generada por el programa
tras introducir un nuevo
archivo fasta de consensos

Generada a partir de las 4

(1) Consenso de consensos del VIH-1 secuencias consenso de cada

grupo del VIH-1.

creado manualmente.

(I1) Consenso de consensos del grupo M
del VIH-1

Generada a partir de las 99
secuencias consenso de cada
variante del grupo M.

Generada por el programa
tras introducir un nuevo
archivo fasta de consensos
creado manualmente.

Consenso de cada una de las 3 variantes
del VIH-2

Secuencias de p26 disponibles
en LANL. El n° total de
secuencias por variante se
describe en la Tabla 4.

Generados
automaticamente con
programa EpiMol.

(111) Consenso de consensos del VIH-2

Generada a partir de las 3
secuencias consenso de cada
variante del VIH-2.

Generada por el programa
tras introducir un nuevo
archivo fasta de consensos
creado manualmente.

3.5 Identificacion de marcadores genéticos en CA especificos de cada variante del VIH

Para buscar marcadores genéticos en la secuencia de aa de la CA especificos de cada variante
del VIH, se empled la tabla previamente disefiada para el estudio de la conservacion. Asi,
seleccionamos los cambios de aa que presentasen una conservacion >75% para esa posicion
en cada variante con respecto a las secuencias consenso de consenso generadas. Asi, la
secuencia consenso de consensos del VIH-1 (1) se uso6 para ver marcadores en los 4 grupos O,
P, M y N del VIH-1, la secuencia consenso de consensos del Grupo M (Il) para ver
marcadores de cada subtipo, sub-subtipo y CRF del Grupo M del VIH-1 y la secuencia
consenso de consensos del VIH-2 (I1l) para analizar marcadores de grupos A, B y
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CRFH2_01_AB del VIH-2. En las posiciones donde la secuencia consenso presentaba una
conservacion de aa <50%, se consideré marcador de variante cualquier residuo conservado en
>75% de secuencias del alineamiento, aunque éste no fuese diferente al consenso.

3.6 Estructura secundaria de la capside viral

Los dominios conservados y los marcadores genéticos especificos identificados para cada
variante se ubicaron dentro de la estructura secundaria de la proteina CA descrita en RCSB
Protein Data Bank (DOI: 10.2210/pdb3GV2/pdb).

3.7 Mutaciones que afectan el ensamblaje de la capside inmadura

En base a bibliografia actualizada de PubMed, se identificaron aquellas mutaciones de CA
que afectan al ensamblaje de la cépside inmadura en las 39.010 secuencias del VIH-1
descargadas de LANL. Dado que la bibliografia suele hacer referencia al grupo mayoritario
M, los grupos P, O y N, se analizaron separadamente.

3.8 Naturaleza de los aa en marcadores de variante y en conservacion de residuos clave

Para caracterizar los cambios de aa presentes en algunos marcadores de variante y residuos
clave en la proteina CA del VIH, clasificamos los aminoacidos en base a la polaridad de su
cadena lateral en 4 tipos: 1) apolares; 2) neutros polares; 3) cationicos o basicos; 4) anidnicos
0 acidos. A su vez se tuvieron en cuenta aquellos cambios de aa aromaticos que se
caracterizan porque en su estructura posee un anillo de benceno. Son relativamente apolares
(hidrofdbicos): fenilalanina (F), tirosina (Y) y triptéfano (W) (Tabla 3).

Tabla 3. Clasificacion de amino4cidos segin naturaleza de su cadena lateral.
SEGUN POLARIDAD

TIPO aa
alanina (A), valina (V), leucina (L), isoleucina (I), metionina
1 APOLARES (M), prolina (P), fenilalanina (F), triptéfano (W)
2 POLARES SIN CARGA | serina (S), treonina (T), glutamina (Q), asparagina (N), tirosina
O NEUTROS POLARES (YY), cisteina (C), glicina (G)
CATIONICOS o . . .
3 BASICOS lisina (K), arginina (R), histidina (H)
4 | ANIONICOS o0 ACIDOS &cido aspértico (D), &cido glutdmico (E)
SEGUN NATURALEZA Y PROPIEDADES
1 AROMATICOS fenilalanina (F), tirosina (Y), triptéfano (W).

3.9 Clasificacion de variantes del VIH empleando analisis filogenético con secuencias CA

Se descargaron de LANL 2 secuencias de nucleotidos en formato fasta de cada una de las
variantes del VIH en p24 (VIH-1) y p26 (VIH-2). Tras alinearse con MUSCLE, los arboles se
realizaron con el programa MEGA v6.06 por Maximum Likelihood con el programa FastTee,
usando como modelo evolutivo el GTR+G+l y 1000 réplicas (boostrap). Para evaluar la
fiabilidad de las ramas, consideramos estadisticamente fiable un valor de bootstrap mayor o
igual a 70%.
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RESULTADOS
4.1 Secuencias analizadas

El total de secuencias descargadas por variante empleadas en este trabajo se describe en la
Tabla 4. Se descargaron un total de 39.021 secuencias de la proteina CA de VIH de la base de
datos LANL, 188 pertenecientes a VIH-2 y 38.833 a VIH-1: 119 de los grupos no-M (O, Ny
P) y 38.714 del grupo mayoritario M. De éste ultimo las variantes con mayor representacion
fueron los subtipos B, C, sub-subtipo Al y el CRFO1_AE. En LANL no se encontraron
secuencias disponibles de p24/p26 del subtipo F, CRF30_0206, CRF76_01B, CRF80_0107 y
CRF81 cpx del VIH-1 y de los grupos C, D y E del VIH-2, aunque si se encontraban
almacenadas las secuencias de otras regiones del genoma del VIH. En cambio, del sub-
subtipo A5, CRF75_BF, CRF84_A1D, CRF89_BF, CRF91_01C, CRF94_02B, CRF95_02B
y CRF97_01B del VIH-1 no existen secuencias de ninguna region del VIH en LANL, por lo
que no figuran en la Tabla 4. Descartando las variantes con menos de 3 secuencias,
finalmente se emplearon 38.827 secuencias de HIV-1 y 183 secuencias de HIV-2 para este
estudio.

4.2 Conservacion de CA entre variantes del VIH

La Tabla 5 muestra el grado de conservacion en el total de secuencias analizadas por variante
en la proteina de la capside viral de cada tipo, subtipo, sub-subtipo, grupo y CRF del VIH.

En general todos los tipos, subtipos, sub-subtipos, grupos y CRFs del VIH presentaron una
alta conservacion de aa en la proteina CA. Asi, en el consenso de consensos de VIH-1 (1)
generado con las 4 secuencias consenso de los grupos O, P, N y M, un total de 169 (73.2%)
de los 231 aa de p24 presentaron una conservacion del 100%, mientras que en el consenso de
consensos de VIH-2 la conservacion fue mayor (206 residuos, 89.6%). El grupo de VIH-1 con
CA mas conservada fue el grupo P (90.5% de aa con conservacion 100%). Entre el resto de
grupos, el grupo N presentd un mayor n° de aa conservados (75.8%) en el 100% de sus
secuencias, seguido del grupo M (69.3%) y grupo O (48.1%). Si considerabamos solo los
conservados en >90%, los porcentajes fueron 90.5% (grupo P), 88.3% (grupo N), 84.8%
(grupo M) y 84.4% (grupo N).

En los subtipos del grupo M de VIH-1, la conservacion > 90% oscilé entre el 77.9% (subtipo
J, 7 secuencias) y 93.9% (sub-subtipo A6, 76 secuencias). Los subtipos con mayor n° de aa
100% conservados en p24 fueron los que tenian menos secuencias (A4, K). Considerando los
subtipos con méas de 10 secuencias, el A3 (16 secuencias) y el H (14 secuencias) presentaron
el mayor porcentaje de aa (77,5% y 77.3% de aa respectivamente) conservados en el 100% de
sus secuencias analizadas. Las variantes Al, B, C, D y CRFO1_AE con mayor n° de
secuencias analizadas (entre 1.320 y 14.577) no presentaron ninglin residuo totalmente
conservado. La conservacion >90% en los CRFs de VIH-1 con méas de 10 secuencias
disponibles oscilaba entre el 87% de aa en el CRF11_cpx (29 secuencias) y el 99.1% de aa en
el CRF83 cpx (11 secuencias), que a su vez presentd el mayor n° de residuos totalmente
conservados (219 aa, 94.8%).

La variante de VIH-2 con mayor conservacion en su capside fue el CRFH2_01_AB (13
secuencias), presentando el 96.5% de aa con una conservacion > 90% y 90.4% de aa
conservados al 100%. La de menor conservacion fue el grupo B, presentando un 88,3% de aa
conservados >90%y 87.8% de aa totalmente conservados entre las 8 secuencias analizadas.
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Tabla 4. Secuencias de CA del VIH-1y VVIH-2 descargadas por variante

Variantes Secuencias Variantes Secuencias
8 s N 11 42_BF 17
S5 0 104 43_02G 8
O P 4 44_BF 3

A 19 45_cpx 10

AL 4002 46_BF 7

A2 71 47_BF 5

A3 16 48_01B 6

A4 3 49_cpx 8

A6 76 50_A1D 5

" B 14577 51_01B 7
8 C 12310 52_01B 3
g D 1320 53_01B 4
@ F 0 54 01B 3
F1 312 55 01B 15

F2 31 56_cpx 4

G 176 57_BC 5

H 14 58 01B 6

J 7 59_01B 9

K 4 60_BC 4

0L AE 3764 61 BC 4

02_AG 537 62_BC 3

03_AB 6 63_02A 1

04_cpx 12 64_BC 9

05_DF 6 s 65_cpx 16

06_cpx 42 "Iu‘ = w 67_01B 3

07_BC 575 S = O 68 _01B 3

08_BC 294 © 69_01B 7

09_cpx 11 70_BF1 5

10_CD 3 71_BF1 14

g 11_cpx 29 72_BF1 6
s | s 12 BF 1 73.BG 2
§ 13_cpx 12 74 01B 6
5 14 BG 15 76 01B 0
15 01B 7 77_cpx 4
16_A2D 4 78_cpx 3

17_BF 7 79_0107 3

18_cpx 7 80_0107 0

19 _cpx 5 81 cpx 0

20_BG 4 82_cpx 6

& 21 A2D 3 83_cpx 11
© I 220Aa1 20 85_BC 9
23 BG 2 86_BC 3

24_BG 11 87_cpx 3

25_cpx 5 88 _BC 3
26_A5U 4 90_BF1 11

27_cpx 3 92_C2U 3

28_BF 5 93_cpx 3

29 _BF 8 96_cpx 3
30_0206 0 98_06B 2

31_BC 3 99 BF 3
32_06A6 5 A 162
33_01B 18 AB 1

34_01B 3 B 8

35_AD 23 @ B 0

36_cpx 4 CI}J §' D 0

37_cpx 5 s o E 0

38_BF 5 F 1

39_BF 3 G 1

40_BF 4 U 2

41_CD 3 CRF H2_01_AB 13

En rojo, variantes con <3 secuencias disponibles no utilizadas para los analisis de conservacion y de marcadores
de variante. En negro, variantes con secuencias utilizadas para la generacion de consensos de consensos y los
analisis de conservacién y marcadores de variante. Las variantes sin secuencia de ninguna region del VIH en la
base de datos LANL no figuran en la tabla.
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Tabla 5. Ndmero y porcentaje de aa conservados en el >90% y 100% de las secuencias en cadatipo, grupo,
subtipo, sub-subtipo y CRF del VIH.

Conservacion de secuencias de VIH Conservacion de secuencias de VIH
>90% 100% >90% 100%
Variante Secuencias | N°aa | Porcentaje | N°aa | Porcentaje Variante Secuencias | N°aa | Porcentaje | N°aa | Porcentaje
1) Consenso de 4 169 73.2% 169 73.2% 37_cpx 5 202 87,4% 202 87,4%
consensos VIH-1 38_BF 5 204 88,3% 204 88,3%
Grupo O 104 195 84,4% 111 48,1% 39_BF 3 218 94,4% 218 94,4%
Grupo P 4 209 90,5% 209 90,5% 40_BF 4 221 95,7% 221 95,7%
Grupo N 11 204 88,3% 175 75,8% 41_CD 3 227 98,3% 227 98,3%
11) Consenso de 99 196 84.8% 160 69,3% 42_BF 17 222 96,1% 203 87,9%
consensos Grupo M 43_02G 8 205 88,7% 205 88,7%
A 19 193 83,5% 151 65,4% 44_BF 3 211 91,3% 211 91,3%
Al 4002 205 88,7% 0 0,0% 45_cpx 10 214 92,6% 183 79,2%
A2 71 213 92,2% 132 57,1% 46_BF 7 206 89,2% 206 89,2%
A3 16 206 89,2% 179 77,5% 47_BF 5 214 92,6% 214 92,6%
Ad 3 213 92,2% 213 92,2% 48 01B 6 225 97,4% 225 97,4%
Ab 76 217 93,9% 130 56,3% 49_cpx 8 195 84,4% 195 84,4%
é B 14577 211 91,3% 0 0,0% 50_Al1D 5 220 95,2% 220 95,2%
B © 12310 204 88,3% 0 0,0% 51_01B 7 216 93,5% 216 93,5%
3 D 1320 212 91,8% 0 0,0% 52_01B 3 212 91,8% 212 91,8%
F1 312 210 90,9% 26 11,3% 53_01B 4 207 89,6% 207 89,6%
F2 31 207 89,6% 157 68,0% 54 _01B 3 225 97,4% 225 97,4%
G 176 204 88,3% 73 31,6% 55_01B 15 222 96,1% 217 93,9%
H 14 199 86,1% 174 75,3% 56_cpx 4 224 97,0% 224 97,0%
J 7 180 77,9% 180 77,9% 57_BC 5 222 96,1% 222 96,1%
K 4 196 84,8% 196 84,8% 58_01B 6 199 86,1% 199 86,1%
01_AE 3764 214 92,6% 0 0,0% s 59 _01B 9 220 95,2% 220 95,2%
02_AG 537 204 88,3% 23 10,0% g 60_BC 4 216 93,5% 216 93,5%
03_AB 6 206 89,2% 206 89,2% 8 g 61_BC 4 224 97,0% 224 97,0%
04_cpx 12 211 91,3% 199 86,1% <10 62_BC 3 223 96,5% 223 96,5%
05_DF 6 210 90,9% 210 90,9% I 63_02A 11 223 96,5% 205 88,7%
FI" 06_cpx 42 210 90,9% 176 76,2% > 64_BC 9 219 94,8% 219 94,8%
s 07_BC 575 222 96,1% 40 17,3% 65_cpx 16 227 98,3% 215 93,1%
08_BC 294 214 92,6% 57 24,7% 67_01B 3 221 95,7% 221 95,7%
09_cpx 11 212 91,8% 186 80,5% 68_01B 3 225 97,4% 225 97,4%
10_CD 3 211 91,3% 211 91,3% 69 _01B 7 213 92,2% 213 92,2%
11_cpx 29 201 87,0% 173 74,9% 70_BF1 5 198 85,7% 198 85,7%
12_BF 11 217 93,9% 200 86,6% 71_BF1 14 203 87,9% 176 76,2%
13 cpx 12 207 89,6% 195 84,4% 72_BF1 6 201 87,0% 201 87,0%
14 BG 15 221 95,7% 207 89,6% 74_01B 6 216 93,5% 216 93,5%
15 _01B 7 207 89,6% 207 89,6% 77_cpx 4 228 98,7% 228 98,7%
16_A2D 4 211 91,3% 211 91,3% 78_cpx 3 215 93,1% 215 93,1%
i 17_BF 7 202 87,4% 202 87,4% 79_0107 3 226 97,8% 226 97,8%
% 18 cpx 7 193 83,5% 193 83,5% 82_cpx 6 211 91,3% 211 91,3%
19_cpx 5 216 | 935% | 216 93,5% 83_cpx 11 229 | 991% | 219 94,8%
20_BG 4 219 94,8% 219 94,8% 85_BC 9 219 94,8% 219 94,8%
21_A2D 3 222 96,1% 222 96,1% 86_BC 3 224 97,0% 224 97,0%
22_01A1 20 214 92,6% 183 79,2% 87_cpx 3 224 97,0% 224 97,0%
24_BG 11 219 94,8% 214 92,6% 88_BC 3 227 98,3% 227 98,3%
25_cpx 5 198 85,7% 198 85,7% 90_BF1 11 211 91,3% 201 87,0%
26_A5U 4 204 88,3% 204 88,3% 92_C2U 3 203 87,9% 203 87,9%
27_cpx 3 203 87,9% 203 87,9% 93_cpx 3 207 89,6% 207 89,6%
28_BF 5 201 87,0% 201 87,0% 96_cpx 3 225 97,4% 225 97,4%
29 BF 8 201 87,0% 201 87,0% 99 BF 3 216 93,5% 216 93,5%
31 BC 3 210 | 90,9% [ 210 90,9% 111) Consenso
32_06A6 5 212 91,8% 212 91,8% de consensos de 3 206 89,6% 206 89,6%
33 01B 18 211 | 913% [ 189 81,8% ; VIH-2
34_01B 3 225 97,4% 225 97,4% S Grupo A 162 215 93,5% 109 47,4%
35_AD 23 209 90,5% 177 76,6% Grupo B 8 203 88,3% 202 87,8%
36_cpx 4 217 93,9% 217 93,9% CRF H2_01_AB 13 222 96,5% 208 90,4%

La descripcién de cdmo se generaron las secuencias consenso I, 11, y I11 se muestra en el apartado 3.4.
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4.3 Conservacion de la estructura secundaria de la proteina de la capside viral

Una vez determinados los residuos mas conservados en el VIH, procedimos a localizarlos en
cada elemento de la estructura secundaria de la capside. Es importante recordar que ésta tiene
un dominio N-terminal (NTD) con la horquilla B, 7 hélices a (H) y el Loop de union a Cyp A,
y un dominio C-terminal (CTD) con la Region de Unidn Interdominios (RUI), 4 hélices a y la
Region de Homologia Mayor (MHR). La ubicacion de cada region, su conservacion y n° de
secuencias analizadas de VIH-1 (1) y grupos O, P, N y M (1) se describe en la Figura 6.

Tras sumar el valor de conservacion de cada residuo en la estructura y dividir por el n° total
de residuos de la misma, observamos que la conservacion de ciertas estructuras diferia entre
variantes y tipo de estructura (Figura 7). En el consenso de VIH-1 (1), la estructura de p24
con mayor conservacion fue H8 (98.2%), seguida de MHR (97.5%) y RUI (95%). Las
estructuras con menor conservacion fueron H6 (69.4%), H3 (83.3%) y el loop de union a
CypA (86.1%) (Figura 7A). Al comparar la conservacion de las estructuras secundarias de
cada uno de los 4 grupos (Figura 7A), se observo que el consenso del grupo M (II)
presentaba una mayor conservacion de H6 (93.3%). A su vez, el grupo O presentd una menor
conservacion de H11 en comparacion al resto de grupos (96.27% vs. 98.6-100%) y una mayor
conservacion de H9 (98.5 vs. 90-96%) y de H10 (99.6 vs. 90-94%). El grupo N presentd una
mayor conservacion de MHR (98.6% vs. 96%) y de H4 (98.2% vs. 95-96%). El grupo P fue el
unico que presenté un 100% de conservacion en H5, H1, H2, H11, H3 y en la horquilla B, y la
mayor conservacion en H9 (96.1%), aunque present6 la menor conservaciéon en RUI (80%).Se
calculo la conservacion media total de cada una de las estructuras de p24 entre los 4 grupos
(Figura 7B) para conocer aquellas mas robustas (més tolerantes al cambio o menos
conservadas) y las mas fragiles (menos tolerantes a cambios o mas conservadas). Las
estructuras con mayor conservacion fueron H1 (99%), H2 (99%) y H5 (99%). Las hélices o
H11 (98%), H7 (97%), H8 (97%) y MHR (97%) presentaban una conservacion media alta
(97-98%) y H4 (96%), H3 (95%), HI (95%), H10 (94%) y RUI (94%) una conservacion
media baja (94-96%). Por ultimo, las estructuras con menor conservacion fueron la horquilla
B (93%), H6 (91%) y el loop de unién a CypA (90%).

4.3.1 Regién de Homologia Mayor (MHR)

La Figura 8 muestra el alineamiento de aa en MHR en los 4 grupos del VIH-1. Fue una
region altamente conservada entre grupos del VIH-1 (97%) y en el consenso del VIH-1 (1)
(97.5%), siendo ligeramente mayor en el Grupo N (98,6%). A su vez estuvo altamente
conservada en VIH-2 (98%), presentando los cambios Q162, S163 y S171 con respecto al
VIH-1 que comparte con el lentivirus de macacos SIVmac239 (Tanaka et al., 2016).

4.3.2 Loop de union a ciclofilina A

La Figura 9 muestra el alineamiento del loop de unién a CypA en los 4 grupos del VIH-1.
Identificamos 3 residuos (P85, G89 y P90) con una conservacion del 100% en los 4 grupos.
En las posiciones P92 y P93, predomino P en los consensos de grupo, aunque la conservacion
encontrada no fue del 100%. Las posiciones 86, 87, 88 y 91 fueron las mas variables del loop.
También encontramos variabilidad en el residuo A88, aa apolar relevante para la union de p24
a la CypA segun la bibliografia (Gamble et al., 1996), que s6lo presentaba una conservacion
del 100% en el consenso del grupo M (l1), pero no en los grupos no-M del VIH-1. Asi, los 3
grupos no-B presentaron V88 (aa apolar) con distinta frecuencia: 47.1%, 75% y 90.9% en
grupo O, Py N, respectivamente.
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4.3.3 Poro del hexamero

La capside permite el acceso de los 4 nt necesarios para una transcripcion reversa eficiente a
través de un poro cargado positivamente en cada hexdmero. Se han descrito 4 aa claves para
el correcto funcionamiento del poro en la horquilla 8 de p24 (P1, H12, R18 y D51), ya que
cambios en ellos afectan a la estructura del poro y, por tanto, a la eficiencia de la
transcripcion reversa (Jaques et al., 2016). En nuestro estudio, P1 (aa apolar) estaba
conservado al 100% en los grupos O, P y N. Sin embargo 64 (0.2%) de las 38714 secuencias
del consenso del grupo M (Il) presentaron el cambio Al (aa apolar) en 3 variantes,
predominando el subtipo C (31 secuencias, 0.3%). En el residuo 12, en lugar de H12 (aa
basico), el grupo O presentd Y12 (aa aromatico) en 4 (3.8%) secuencias. El consenso del
grupo M present6 cambios en esta posicion en 889 secuencias (2.3%), siendo también Y12
(aa aromatico) el polimorfismo mayoritario, presente en 636 secuencias (1.6%) de 21
variantes diferentes.Y12 se encontré con mayor frecuencia en el sub-subtipo F1 (49
secuencias, 15.7%), seguido del CRF02_AG (30 secuencias, 5.6%) y del subtipo D (60
secuencias, 4.5%). En R18 (aa basico) no se encontraron polimorfismos en los grupos O, P y
N, pero si en 114 (0.3%) secuencias del consenso del grupo M, siendo K18 (aa bésico) el
cambio mas prevalente (60 secuencias, 0.2%). K18 se encontr6 en 12 variantes,
predominando el sub-subtipo F1 (4 secuencias, 1.3%), seguido de los subtipos B (23
secuencias) y C (19 secuencias), ambos con una prevalencia del 0.2%. En D51 (aa acido)
tampoco se encontraron cambios en los grupos O, P y N, pero si en 68 (0.2%) secuencias del
consenso del grupo M, siendo el méas prevalente el aa neutro polar N51 (45 secuencias),
principalmente en el subtipo D (14 secuencias, 1%).

4.4 Marcadores especificos de variante en la proteina de la capside del VIH
4.4.1 Marcadores de VIH-2

Los marcadores genéticos especificos de cada variante de VIH-2 con secuencia (Grupos A, B
y CRF H2 01 AB) se describen en la Figura 10. Es importante destacar que no se
encontraron polimorfismos en MHR de ninguna de las variantes de VIH-2. La gran mayoria
de cambios de residuo supuso cambios entre aa del mismo tipo o bien cambios entre aa
apolares y neutros polares. EI cambio mas frecuente fue el de V por | o viceversa, ambos
residuos apolares. Sin embargo el CRFH2_01_AB presenté un marcador con cambio de aa
neutro polar por aa acido (Q186E) y otro con cambio de aa neutro polar por aa bésico
(N207H). Ademas, presentd el mayor numero de marcadores especificos de variante con
maxima (100%) conservacion.

Posicion de aa Conservacion:
VARIANTE| nesecuencias | 5 | 10| 35 ] 60 | 67 | 96 |117]119]122]135]152]178] 181 | 182] 186 | 190] 206] 207 220 100% [
BEN AV VD I DY PP I I P KNGO QI MNV 90-99,9%
CONSENSO VIH-2 I V.V E I D Y A P I I P KN Q IV M N I 75-89,9%
A 162 T D ENNE I Y <75%
B 8 [

Figura 10. Polimorfismos marcadores de variante en VIH-2.
4.4.2 Marcadores de Grupo de VIH-1

Los polimorfismos de los grupos de VIH-1 se describen en la Figura 11. El grupo P fue el
grupo que presenté mayor numero de marcadores de variante conservados en un 100% (26
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residuos). Los grupos N 'y M compartian 15 marcadores en distintas posiciones y, a su vez, los
grupos O y P también compartian hasta 12 marcadores. No se encontraron marcadores de
grupo en MHR, RUI, ni en las hélices a H8, H10 o H11 de p24. Los cambios de residuo mas
frecuentes fueron L-I, V-1, A-V (todos residuos apolares), V-T (cambio entre aa apolar y
neutro polar) y K-R (aa basicos). Se observaron 2 posiciones que presentaron marcadores de
grupo con una alta variabilidad de residuo en cuanto al tipo de aa y naturaleza de éste:
posicién 50 (H3) y 111 (H6). En la posicion 50, el grupo P presenté el marcador D50 (aa
acido) con una conservacion del 100%. EI grupo O present6 Y50 (aa aromatico) y el grupo M,
Q50 (aa neutro polar), ambos con una conservacion > 90%. En posicion 111, el grupo P
presentdé el marcador K111 (aa bésico), conservacion al 100%. El grupo O presentd el
marcador Q111 (aa neutro polar) y los grupos N y M, el marcador L111 (aa apolar), los tres
con una conservacion > 90%. Por ultimo, cabe destacar los marcadores de la posicion 100 en
H5, una de las estructuras mas conservadas en los grupos de VIH-1, donde los grupos O y P
presentaban el marcador T100 (aa neutro polar) con una conservacion > 90% y del 100%
respectivamente. Los grupos N y M presentaron el marcador R100 (aa basico) con una
conservacion del 100%.

HR H1 H2 H3 H4_ L H5
Variante [ Nesecuencias | 2 | 10| 13 14| 16| 26 | 27 | 33 |36 |47 [ 48 |50 [ 52 | 58 [ 59 | 64 [ 66 | 66 | /2 | 86 | 88 | 96 | 100[102
HXB2 1 1V]Q SIV|IVI]IS]IVIA]LT]OQJL]JTJVIAIMIM]JTI]VI]A R|S

1) Consenso de consensos VIH-1 tlv]elr]s|avlv]n|w|ajur|sm]|ar] v |asiumjwv| v ]v]|v]L]|TR]S
Grupo O 104 P 1| T
Grupo P 4 L - \%

Grupo N 11 PlT \%
11) Consenso de consensos Grupo M \%
H6 H7 H9 Conservacion:
Variante [ Nesecuencias [111]115]116]118[120]122] 124] 131132 135] 140] 141143 152 178 183 187] 191 | 216]225 100%-
HXB2 L I JGIM|N]|P | KIR] I K| I RID|JSIN]JE]JV]|T]G 90-99,9%

1) Consenso de consensos VIH-1 Ll :ﬁ M]IRINP] T J]RIKRIV]IK] I [KRID|JTINIDELV]T]T 75-89,9%
Grupo O 104 Q H N I M . V[T <75
Grupo P 4 K |
Grupo N 11 L R E

11) Consenso de consensos GrupoM | L | | M K - 1

Figura 11. Marcadores especificos de cada grupo del VIH-1. Estructuras: HR: horquilla 8, H: hélice a, L: loop,
NTD: color celeste, CTD: color amarillo

4.4.3 Marcadores de las distintas variantes del grupo M del VIH-1 y su presencia en
estructuras secundarias

Los marcadores genéticos especificos de cada subtipo, sub-subtipo y CRF del grupo M del
VIH-1 se describen en el Anexo I. Debido al alto namero de marcadores, se escogié analizar
aquellos que presentaron cambios significativos en la naturaleza de su aa y los presentes en
estructuras de p24 de especial interés (loop de union a CypA y MHR) y en posiciones
altamente variables donde el consenso del grupo M (1) presentaba una baja conservacion.

Se encontraron marcadores genéticos especificos de variante en todos los subtipos, sub-
subtipos y CRF del grupo M del VIH-1 analizados. No hubo ninguna estructura secundaria de
p24 que no presentase algun marcador. Los cambios de residuo mas frecuentes fueron entre aa
apolares o entre aa apolares y neutros polares. En cuanto a los marcadores mas relevantes,
encontramos W10 en la horquilla B del CRF21_A2D con un 100% de conservacién, con
respecto a M10 (aa apolar) del consenso del grupo M.
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La Region de Homologia Mayor (MHR), como se comentd en el apartado 4.3.1, tuvo una alta
conservacion. El consenso del grupo M (1) present6 dos posiciones (154 y 169) donde R154
(aa basico) pasaba a ser K154 (aa basico) en 23 variantes y F169 (aa aromatico) era Y169 (aa
aromatico) en 28 variantes, con conservacion <75%. No se encontraron mas marcadores de
variante en MHR, excepto en la posicion 171. Mientras el consenso del grupo M presentaba
T171 (aa neutro polar), el CRF 47_BF tenia V171 (aa apolar) y el sub-subtipo A3 presentaba
C171 (aa neutro polar) en > 90% de sus secuencias.

El loop de unidn a ciclofilina A, fue altamente variable como se comentd en el apartado 4.3.2.
De sus 9 aa, el consenso del grupo M (1) presentd 100% de conservacion en las posiciones 85,
88, 89, 90 y 93 (Figura 9), por lo que no se hallaron marcadores de variante en éstas. Sin
embargo, las posiciones 86, 87, 91 y 92 presentaron alta variabilidad en algunas variantes,
siendo la posicion 91 de las mas variables de p24, con hasta 7 polimorfismos. Segun la
naturaleza de los aa destacaron los siguientes tres marcadores con respecto a la secuencia
consenso del grupo M: 1) H87Q (aa basico por aa neutro polar), con 100% de conservacion
en 11 variantes, 2) 191H (aa apolar por aa basico) en CRF36_cpx (100% de conservacion) y
CRF83 cpx (=90% de conservacion) y 3) I91F (aa apolar por aa aroméatico), marcador en 3
variantes (sub-subtipo A6 y CRF03_AB y CRF32_06A6), con una conservacion intermedia
(75-90%).

Otras posiciones con alta variabilidad de polimorfismos fueron G116 (H6), Al4, 115, L83
(H4) y S120, destacando los marcadores con cambio en la naturaleza del aa G116R (de aa
neutro polar por aa basico) en CRF25_cpx (conservacion del 100%) y S120H (cambio de aa
neutro polar por aa basico) en los recombinantes CRF36_cpx y CRF90_BF1 con 75-90% de
conservacion y en CRF69_01B con un 100% de conservacion.

4.5. Mutaciones que afectan el ensamblaje de la capside inmadura:

Para un correcto ensamblaje de la capside inmadura, la proteina funcional CA debe presentar
V181/K182, W184/M185 y L.189/L.190 en la hélice a 9 (H9) que forma la interfaz de dimeros
del extremo CTD entre hexdmeros. Dobles mutantes en dichas posiciones alteran los enlaces
hidrofébicos que estabilizan la interaccion de la interfaz de dimeros con la pareja homéloga.
En la base del extremo CTD hay 3 aa en regiones no contiguas que estan muy proximas entre
si en la estructura terciaria: K158 (MHR), D197 (H10) y P224 (extremo 3"~ CTD). Las
mutaciones en estos aa afectan la multimerizacion de gag en la membrana. Por ultimo, en las
hélices a 4-6, las mutaciones dobles en las posiciones 75/76 de H4, 100/102 en H5 y 107/108
y 110/112 en H6, donde la proteina funcional debe presentar E/E, R/S, T/T y T/Q
respectivamente, inhiben el paso final del ensamblaje, provocando el acumulo de
intermediarios de la ruta sin salida de viriones (Lingappa et al., 2014). En este trabajo se
buscaron estos 3 tipos de mutaciones que afectan el ensamblaje de la capside inmadura en
distintas localizaciones de CA en estas regiones, con los siguientes resultados:

Mutantes en la hélice a 9. En los grupos O, P y N no observamos cambios en dichas
posiciones. En el grupo M se encontraron los dobles mutantes C184T185, R184T185,
R184K185, L1841185 y R184L.185 en 6 (0.01%) de las 38.708 secuencias, 5 (0.03%) de ellas
del subtipo B. También aparecieron dobles mutantes V189Vv190, W189W190 y C189V190 en
3 (<0.01%) secuencias del grupo M (2 subtipos D, 1 subtipo C).

Mutantes en la base del extremo CTD. En los grupos O, P y N, los residuos K158, D197 y
P224 estaban bien conservados y sélo una secuencia del grupo O presenté E158. En el grupo
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M se encontraron mutantes en las 3 posiciones, principalmente R158 en 40 (0.1%) secuencias,
mayoritariamente en el subtipo D (en 2% de sus 1320 secuencias), G197 en 26 (0.06%)
secuencias y N197 en 22 (0.05%) secuencias, predominando en el sub-subtipo Al (0.4% y
0.2% de sus 4002 secuencias respectivamente), y L224 en 16 (0.04%) secuencias.

Mutantes en las hélices a 4-6. En los grupos O, P y N, no se hallaron cambios en las
posiciones 75/76 ni 107/108. Sin embargo, en las posiciones 100/102 del grupo O
predominaba T2100S102 (98% secuencias), mientras que el grupo P presentd T100G102 en
todas sus secuencias. En las posiciones 110/112 se observaron diferencias en el grupo N,
donde predominé T110A112 (91% secuencias) y en el grupo O, aunque predominaba
T110Q112, se presentaron polimorfismos en el 5.8% de sus secuencias. En el grupo M se
observaron los cuatro tipos de mutantes de hélices a 4-6, siendo la posicién 110/112 la que
presentd mas polimorfismos (14), predominando el doble mutante N110A112 en 120 (0.3%)
secuencias del grupo M, presentandose en 77 (0.6%) de las secuencias del subtipo C.

4.6 Clasificacion de variantes del VIH empleando andlisis filogenético con secuencias CA

Tras el andlisis filogenético de secuencias de p24, se observo que la mayoria de variantes del
VIH se clasificaban con un buen soporte estadistico (bootstrap >70) (Anexo II). Los grupos
de VIH-1, O, P y N se clasificaron correctamente. En el grupo M, hubo una buena
clasificacion de 6 de los 8 subtipos, 3 de los 7 sub-subtipos y en 69 (82%) de los 84 CRF con
secuencia disponible estudiados. En VIH-2 se clasificaron correctamente ambos grupos
estudiados y el Unico CRF. Las variantes bien clasificadas se describen en la Tabla 6.

Tabla 6. Variantes bien clasificadas en el analisis filogenético (Bootstrap > 70).

Grupos N, P, O

Subtipos A B GHJyK
Sub-

subtipos Al, A2y A3

02_AG, 04_cpx, 05_DF, 06_cpx, 07_BC, 08_BC, 09_cpx, 11_cpx, 12_BF,
13 _cpx, 14_BG, 18 cpx, 19 _cpx, 20 BG, 21_A2D, 22 _01A1, 24 BG, 25 _cpx,
26_A5U, 29 BF, 31 BC, 32 06, A6, 33 01B, 34 01B, 35_AD, 36_cpx,
37_cpx, 38 _BF, 39 BF, 40 BF, 41 CD, 42_BF, 43 02G, 44 BF, 47_BF,
48 01B, 49 _cpx, 50_A1D, 51_01B, 54 01B, 55_01B, 56_cpx, 57_BC, 58_01B,
59 01B, 60_BC, 61 BC, 62 BC, 63 02A, 64 BC, 65 cpx, 69 01B, 70_BF1,
72_BF1, 74 01B, 77_cpx, 79_0107, 82_cpx, 83 _cpx, 85 BC, 86_BC, 87_cpx,

VIH-1 | CRFs 88 BC, 90_BF1, 92_C2U, 93_cpx, 96_cpx, 98 _cpxy 99 _BF
Grupos AyB
VIH-2 [ CRF H2_01_AB

Las variantes que no se clasificaron bien en el AF en p24: subtipos C y D, sub subtipos F1,
F2, A4, y A6; CRFO01_AE, CRF03_AB, CRF10 CD, CRF15 01B, CRF16_A2D,
CRF17_BF, CRF23_BG, CRF27_cpx, CRF28_BF, CRF45 cpx, CRF46_BF, CRF52_01B,
CRF53 01B, CRF67_01B, CRF68 _01B, CRF71 BFl, CRF73 _BG, y CRF78, aunque
bastantes de ellas se clasificaban bien con un bootstrap muy cercano al 70%. Hay que
recordar que las variantes no incluidas en el AF por falta de secuencia en LANL fueron el
subtipo F, sub subtipo A5, CRF30, CRF75, CRF76, CRF80, CRF81, CRF84, CRF89, CRF91,
CRF94, CRF95 y CRF97.
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DISCUSION

En este estudio se analizo la conservacion de la proteina de la capside viral (CA) a partir de
un total de 39010 secuencias de 105 variantes (tipos, subtipos, sub-subtipos y CRFs) del VIH
disponibles en el momento de estudio en la base de datos de LANL, asi como de sus
secuencias consenso generadas. Los resultados se analizaron en el contexto de la estructura
secundaria de la proteina CA descrita en RCSB Protein Data Bank, profundizando en aquellas
estructuras de mayor relevancia para su funcion. A su vez, hemos identificado por primera
vez los polimorfismos naturales que se pueden considerar marcadores genéticos de cada
variante del VIH-1 y VIH-2. Ambos procesos se llevaron a cabo utilizando una nueva
herramienta bioinformatica desarrollada en el laboratorio y testada durante el inicio del
proyecto con dicha finalidad. Dada el elevado nimero de informacion generada en este
trabajo, y la limitacion en extension de la version escrita, solo discutiremos los datos mas
relevantes encontrados.

Nuestro estudio se ha centrado en la proteina de la capside viral porque es extremadamente
importante para el VIH. La proteina CA juega un papel critico en el ensamblaje de los
viriones inmaduros. A través del ensamblaje de una matriz de hexameros, se origina una
capside conica en los virus maduros que alberga las enzimas y el ARN viral, permitiendo su
transporte hasta el ndcleo de la célula huésped. Pero ademas de esta funcion estructural, la CA
interviene en diferentes procesos de la fase temprana de la infeccion viral, como el tréfico
citoplasmatico a través de los microtubulos, la decapsidacion y la importacion nuclear del
complejo de preintegracion viral. A su vez, establece interacciones con proteinas celulares del
huésped necesarias para el ciclo viral, como la ciclofilina A (Campbell and Hope, 2015). La
CA permanece unida de alguna manera al complejo viral de transcripcion reversa tras la
decapsidacion por un mecanismo aun desconocido, por el que la CA interacciona con
proteinas del poro nuclear mediando en la importacion nuclear del complejo de preintegracion
viral, e incluso permaneciendo unida a éste dentro del nucleo de la célula huésped. Estos
hallazgos aumentan notablemente la importancia del papel funcional de esta proteina,
aumentando su interés como diana terapéutica (Novikova et al., 2019).

A diferencia de las enzimas virales del VIH, la CA es una proteina extremadamente fragil
(Rihn et al., 2013), es decir, que no acepta facilmente cambios de aa resultado de mutaciones
no sinénimas, ya que éstos reducen drasticamente el fitness o capacidad replicativa del virus.
Esta fragilidad puede explicarse por la necesidad que tiene de mantener su estructura e
interaccionar con las diversas proteinas del huésped. Asi, cada mondémero de CA debe
interactuar con, al menos, otros 3. Ademas, algunos deben ser capaces de adoptar estructuras
y posiciones respecto a otros ligeramente distintas para formar las variantes pentaméricas que
permiten cerrar la capside (Perilla and Gronenborn, 2016). Esta alta conservacion de CA la
convierte en una region de especial interés para el desarrollo de test moleculares diagnosticos
y como diana de nuevos antirretrovirales. Aun asi, se sabe que la robustez genética de algunas
estructuras puede variar. Asi, se consideran regiones mas robustas a las que admiten mas
cambios de aa y menos robustas 0 mas fragiles a las que son menos tolerantes al cambio.
Estudios previos han observado que la horquilla B, el loop de unién a Cyp A y RUI son
regiones bastante robustas (menos conservadas) mientras que las hélices a son menos
tolerantes a los cambios (mas conservadas), siendo las més fragiles H2, H5, H6 y H7 (Rihn et
al., 2013). Nuestros resultados han revelado que, en general todos los tipos, subtipos, grupos y
recombinantes del VIH1 presentan una alta conservacion de aa en la proteina CA, pudiendo
considerarse ésta una proteina altamente conservada (o fragil) a lo largo de su secuencia. Sin
embargo, en cuanto al estudio de la conservacion de estructuras individuales, hubo dos
discrepancias: RUI, que presentd una conservacion media baja (94%, la misma que H10) y
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H6 que presentd una conservacion incluso menor a la horquilla 8 (91%). Uno de los posibles
motivos de esta discordancia es el mayor estudio en la bibliografia del subtipo mayoritario B
del grupo M. En el analisis individualizado de las secuencias del subtipo B observamos que la
conservacion media de RUI descendia hasta el 91.8%. Sin embargo, la conservacion de H6
era intermedia (95,1%).

A través de la modulacion de la apertura de los poros de los hexameros que conforman la
capside, ésta protege los componentes virales de los sensores citosélicos y nucleasas, mientras
que permite el acceso de los nucledtidos para una transcripcion reversa eficiente. Se han
descrito 4 aa claves en la horquilla B (P1, H12, R18 y D51) para el correcto funcionamiento
del poro, donde las mutaciones en P1 y D51 producen particulas virales no infecciosas
(Jaques et al., 2016). En nuestro estudio, se hallaron polimorfismos en el grupo M de ambos
aa, aunque en muy baja frecuencia (0.2%). Destacamos el cambio H12Y encontrado en 3.8%
de las secuencias del grupo O y en el 1.6% del grupo M, que favorece la conformacion
cerrada del poro reduciendo la cinética de la retrotranscripcion (Jaques et al., 2016). Nuestro
trabajo también ha incluido el estudio de conservacion a nivel de aa del loop de unién de a
ciclofilina A (region de 9 aa en posiciones 85-93 de CA en la region NTD de p24). La CypA
es una chaperona con actividad peptidil isomerasa que tiene un papel general en el
plegamiento proteico. Es necesaria para el correcto plegamiento de gag del VIH, interviene en
el proceso de entrada del virus mediante la interaccion con CA y promueve la
retrotranscripcion del VIH-1 en las células humanas (Chuang et al., 2016, Peng et al., 2019).
A pesar de que la union del virus a CypA es indispensable para la infeccion del VIH, el loop
de unién a CypA se ha considerado bastante robusto genéticamente (Rihn et al., 2013). Esto
también se ha confirmado en nuestro trabajo, ya que observamos que es una de las regiones
de p24 con menor conservacion en el consenso de consensos de VIH-1 (86,11%) y entre
grupos del VIH-1 (90%). Hemos identificado 3 aa (P85, G89 y P90) en el loop totalmente
conservados entre los 4 grupos del VIH-1 que, probablemente, cumplen una funcién esencial
en el mantenimiento de su estructura o en la unién con CypA. Previamente ya se describid
que 2 de ellos (G89 y P90), junto con A88, forman el sitio de enlace canonico a CypA
(Gamble et al., 1996). Sin embargo, en nuestro estudio, el residuo A88 sblo aparecid
conservado en el 100% de secuencias del grupo M, mientras que en los grupos no-M
predominaba V88 con una conservacion del 90.9% en grupo N, 75% en grupo P y 34.6% en
grupo O. En un futuro se deberia confirmar si el residuo A88 es también critico para la union
de CypA en los grupos no-M o si estas variantes tienen aa alternativos de union. De nuevo se
refuerza la importancia de tener en cuenta a todas las variantes del VIH-1, y no solo al subtipo
B del grupo M, en este tipo de estudios. A su vez, confirmamos el alto nivel de conservacion
de MHR, motivo de 20 aminoécidos en la region CTD de p24 (aa 153-172), en todos los
grupos del VIH-1y del VIH-2, como se ha visto en todos los retrovirus. Ello se explicaria por
ser indispensable para el correcto ensamblaje de los viriones, concretamente en el paso de
estabilizacion del oligobmero gag tras asociarse a la membrana, donde MHR forma parte de la
interfaz intrahexamérica de la capside inmadura. (Tanaka et al., 2016). También nuestros
consensos de VIH-1y VIH-2 presentaban los dos aa Q155 y E159 totalmente conservados e
invariables en todos los retrovirus. Aunque se encontré algun marcador de variante en esta
region, no hubo cambios radicales de la naturaleza de los aa encontrados.

En nuestro trabajo encontramos marcadores genéticos en todas las variantes del VIH, y
algunos eran compartidos por 2 0 mas variantes. Algunos grupos del VIH-1 compartian
numerosos marcadores (grupos P y O y grupos M y N), sugiriendo mayor relacion genética
entre ellos. A su vez, algunos marcadores presentaron cambios radicales en la naturaleza de su
aa con respecto al consenso. También se buscaron mutaciones en p24 relacionadas con una
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alteracion en el ensamblaje de la capside inmadura del virus, cuyo hallazgo fue anecddtico,
excepto para algunas variantes y posiciones concretas, pero siempre en una baja proporcion
(<0.6%). Se sabe que la capside admite mas cambios de aa en los residuos expuestos al
exterior, mientras que las mutaciones en la parte interna de la cépside son raramente
compatibles con la viabilidad (Perilla and Gronenborn, 2016). Dada la complejidad de la
estructura de la capside y el gran nimero de datos generados, no hemos podido profundizar en
la significacion de dichos hallazgos. Sin embargo, dado que las secuencias LANL proceden
de plasma o células de pacientes infectados por virus infectivos y viables, se puede hipotetizar
que dichos cambios de aa encontrados en residuos clave de p24 puedan estar compensados
por otros cambios dentro o fuera de la CA que pudieran ejercer efectos a distancia y recuperar
el fitness viral disminuido por efecto de dichas mutaciones encontradas. Otra posible
explicacion seria que los cambios se encontraran en regiones de menor relevancia para la
conformacién de una estructura tridimensional correcta de la capside.

Finalmente se realiz6 el analisis filogenético de las distintas variantes del VIH utilizando las
secuencias de la proteina gag p24 del VIH disponibles, observando que es una buena region
para clasificar gran parte de las variantes. Este estudio es el primero que, empleando el mayor
n° de variantes diferentes del VIH hasta la fecha, identifica a las variantes del VIH-1 que no
se clasifican bien empleando AF de secuencias p24 y que, seguramente, caracterizariamos
mejor analizando secuencias gag mas largas.

Nuestro estudio presentd limitaciones en cuanto al nimero de secuencias disponibles en
LANL de algunas variantes, ausente para algunas de ellas y con bajo n° en otras, lo que
dificulté la capacidad de extraer conclusiones para dichas variantes. A su vez, debido a que
CA no ha sido tan estudiada como otras proteinas del VIH, alin existen lagunas y
controversias con respecto a cuales son todos los aa claves para el mantenimiento de su
estructura y para la interaccion con proteinas celulares, asi como algunas funciones de las
estructuras de la CA y su papel en la formacion del virion maduro. En cuanto a perspectivas
futuras, creemos que resultaria de gran interés el estudio de CA integrada dentro de gag
empleando secuencias de gag completas y no sélo de p24/p26, lo que permitiria investigar la
hélice 12 que conforman p24 y p2 y la interaccion de CA con MA y NC a través de SP1 en la
capside inmadura. También seria interesante el estudio de los polimorfismos en el contexto de
los epitopos antigénicos y la caracterizacién a mayor profundidad de las mutaciones halladas
consideradas defectivas para el virus, estudios que seran continuados por el grupo.

CONCLUSIONES

1. La proteina CA que conforma la capside del VIH presenta una alta conservacion a lo largo
de su secuencia en las 105 variantes del VIH-1y VIH-2 analizadas.

2. Las estructuras de la capside con mayor conservacion son las hélices a 1, 2 y 5, mientras
que la horquilla B, 1a hélice a 6 el loop de union a CypA presentan la menor conservacion.

3. A pesar de la elevada conservacion de CA, se encontraron marcadores genéticos de
variante en todos los tipos, subtipos, sub-subtipos y recombinantes del VIH-1y VIH-2,

4. Se encontraron mutaciones en posiciones relevantes para la funcionalidad de estructuras
destacadas de CA, como el loop de union a ciclofilina A y el poro del hexamero.

5. Aungue de forma minoritaria, se encontraron mutaciones asociadas con un ensamblaje
defectivo de la capside inmadura que, supuestamente, darian lugar a virus defectivos.

6. CA es una buena region para caracterizar gran parte de las variantes del VIH-1.
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7. Es necesario un mayor estudio de la estructura y funcionalidad de esta proteina que ofrece
interesantes oportunidades para el desarrollo de nuevas técnicas diagndsticas y farmacos
antirretrovirales dado su importante papel en el ciclo viral y su elevada conservacion.

8. La herramienta bioinformatica desarrollada en el laboratorio, EpiMolVIH ha resultado ser
atil y préactica para el estudio de conservacion de la proteina de la capside viral.
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ABREVIATURAS

VIH
SIDA
VIS
RT
PR

IN
NC
MA
CA
ARN
ADN
ARNmM
LTR
CS
CRF
URF
NTD
CTD
H
RUI
MHR
CypA
AF

Aminodacidos:

<s<40VTVOTZIrX"IOTMMOO>P

Virus de la inmunodeficiencia humana
Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida
Virus de la Inmunodeficiencia de Simios
Retrotranscriptasa viral

Proteasa viral

Integrasa viral

Nucleocapside

Matriz

Cépside o proteina de la capside

Acido ribonucleico

Acido desoxirribonucleico

ARN mensajero

Secuencias largas repetidas virales
Sitios de procesamiento proteico o cleavage sites
Forma recombinante circulante

Forma recombinante Unica

Dominio N-terminal

Dominio C-terminal

Hélice a

Regién de Union Interdominio

Region de Homologia Mayor

Ciclofilina A

Anadlisis filogenético

Alanina
Cisteina

Acido aspartico
Acido glutamico
Fenilalanina
Glicina
Histidina
Isoleucina
Lisina

Leucina
Metionina
Asparagina
Prolina
Glutamina
Arginina
Serina
Treonina
Valina
Triptofano
Tirosina



HR H1 H2 H3 H4 loop H5 H6 H7 RUI _ Ho H10 H1
VARIANTE [ nesecuenains | 6 | 10] 1114 ] 15 ] 26 [ 2731 ]33] 41 44 ] 47|54 | 58] 68| 71| 72] 75| 79| 83 | 86 | 87| 91 | o2 [ 96 [ o8 [102[110]111|116]120]124|128]131|135]136]148]149] 154 [169]171]177]178]180]183]187]188]194]200]203]204|207]208]210]211[225]230
HXB2 pImIVIAl T [VIVIAl S s stalrl v mlelTlelelv]vIn[ i lalmlelsiTlclelN] el il v sl R IYIT]AlSIeINeET AT K[AlP]AlT] L G|V
GRUPO M CONSENSO | A | M| V * VIVIAS SIS AT T ™o T el e[t VIm T [P M[ElS T[T ST TEIRTT T VIST R IFIT AT IEIN oAl [X[A[P Gl T[SV
A 19 M1 E
AL 4002 L | M D K E s R G
A2 71 L R

G
A3 16 s 1 | G - R c E S R T G
m 3 |

G E

A6 76 S [ M Al D D R G
F B 14577 E A Y s E A
§ C 12310 L | T A A R
3 D 1320 L | E A Y S D E
F1 312 L Q \
2 31 L | A %
G 176 | Q I
H 14 | - K R s 1
J 7 P L 1 A G
K 4 I \% S

01_AE 3764
02_AG 537

P G E
1 G E
03_AB 3 B v [ ] 1 A . D D E -
04_cpx 12 M | T E
A Ao k4 e T
A G
A
G

05_DF 6
06_cpx 42
07_BC 575 L [ A
08_BC 294 P T A

09_cpx 11 1 - - v N E R
o | - - m = = =
11_cpx 29 v il G R R
12_BF 11 L - - G G
13_cpx 12 Q | R G
14_BG 15 A
15_018 7 . 6 N Mo E v - . I D [ 7] - s .
16_A2D 4 D - S
w | 178 7 L = 6 G
O 18 cpx 7 | [ E R G
19_cpx 3 A - E A - - D -
20_BG 4 [a a G
o | ~ = o m m = B
22_01A1 20 A G N M - G E S - G
24 BG 11 H'BE . . [ ] |6 G
25_cpx 5 I I - G S
26_A5U 4 A I | T G D R - -
27_cpx 3 - -
28_BF 5 L Q K - -
29_BF 8 | la C G
31_8C 3 (A [ [ ]
32_06A6 5 - Q F [ | [ ] G
33 018 18 | E D s T
ET - | - o v =
35_AD 23 SN L | M A P A D K G E S R
36_cpx 4 8 L | LU N | || || || |

Anexo |. Marcadores de variante de subtipos, sub-subtipos y CRFs del grupo M). Conservacién del 100%: color verde oscuro, conservacion > 90%: color verde claro,
conservacion 75-89.9%: color amarillo (continda en la pagina siguiente).



T
=

H2 loop H6 H7

RUI

H10

H1

VARIANTE | N SECUENCIAS

1)1 131]135]136]148

'S

26]27]31]33]41]44]47 58]68]71 79]83]86|87]91]92]96]98|102|1

oy

0 111I116 120]124|128

149] 154 |169]171|177]178]180 188|194]200]203]204]207]208

210

211|225)230]

HXB2

>
>
-
<

N

<|<
<|<
= ES
4

-
w
m

T | K

>

<|<

GRUPO M CONSENSO

>|o

T|L S

T|K

T L|G

37_cpx

I G

38_BF

39_BF

40_BF

wlaslwlo|wn

41_CD

42_BF

o
~

g

43_02G

3

44_BF

w

-
5]

45_cpx

46_BF

B
-

47_BF

o
(g}

48_01B

49_cpx

50_A1D

51018

52 018
53 018

54_018
55_018

B Iw IS ‘w S|alela]a]~

56_cpx

IS

57_BC

58 018

o >
<

59_018

=
v
=

-l N =

slololn

60_BC

61_BC

CRF
" ES

62_BC
63_02A

-
=y

>-I>I
.

=

64_BC
65_cpx

-
ale

<

67_018
68_01B
69_018

N

o=l

E
.->>

alv|w|w

70_BFL

[ = .I:l-l

71_BF1

.
IS

72_BFL

74_01B

m

77_cpx

© > °
= <

=

78_cpx

79_0107

alw|w|s]|a|o

82_cpx

o

83_cpx

-
=y

I <

85_BC

<

wlo

86_BC

“d

87_cpx

88_BC 3

H E-B

90_BF1 11

92_C2u

u il

3

93_cpx 3
96_cpx 3
)

sisss

99_BF

[ — ol >
T
<
o O o

m

<

(1]
=

w

m
“ i
-l

.U
<

-
E

(]

g

|
el S
|

il -
-l
|l m

I " ey !,

>

o o|lwlo

w

Anexo |. Marcadores de variante de subtipos, sub-subtipos y CRFs del grupo M. Conservacion del 100%: color verde oscuro, conservacion > 90%: color verde claro,
conservacion 75-89.9%: color amarillo (continuacion de la pagina anterior).




99— 64 BC.CN.2009.YNFLO8
64 BC.CN.2009.09YNLXD47sg
86 BC.CN.2013.1SYNHS23
88l — 86 BC.CN.2013.15YNHS26
88 BC.CN.2005.05YNRL2Ssg
73— 88 BC.CN.2009.DH19
62BC.CN.2010.YNFL13
@gL—62BC.CN.2010.YNFL1S
61 BC.CN.2010.JL100010
61 BC.CN.2007_FJ070004
82 cpx.MM.2013.mSSDU12
82 cpx.MM.2013.mSSDU160
100 — 83 cpx M M_2013.mSSDU178
83 cpx.MM.2013.mSSDU24
87 cpx.CN.2009.09YNLC497sg
87 cpx.CN_2009.0SYNRL215050sg
31 BC.BR.2004.04BR137
31 BC.BR.2004.04BR142
60 BC.IT.2011.BAVS14
60 BC.GB.2013.15228 1 80.3

100 — 08 BC.CN.2000 HHO44

08 BC.CN.2000.HH072

100 — 65 cpx.CN.2010.2010CN YAD23C

2 65 cpx CN.2010.2010CNYA255

9 96 cpx CN.2010.JLRFO1
2 ggL— 96 cpx.CN.2013.13YNBSS4IDU
77| 10— 77 cox M Y.2013.13U YNBB108
77 cpx M Y.2014.14M YNBB084

93— 07 BC.CN.2000.WS001
07 BC.CN.1997.97CNKM 007
8 85BC.CN.2014.14CN SCYB20
93— 85BC.CN.2014.14CN SCYB12
C.BW_2006.PC 054 06
—QEc.zp.zoou:Apzm 316 Clone26
41 CD.TZ2005.CO6577V5S
41 CD.TZ2003.CO6952V1
93 cpx.CD.2008.DRC367
700L— 93 cpx.CD.2008.DRCES3

7 — 92 C2U.CD.2008.DRC796

92 C2U.CD.2008 DRCB19

3 K CM.1996.96CH 4 PS35
@l KBE.-VI325

68— F2.CM.1999.99CM MP1380
L_F2.CM.2004.1728
100,— 47 BF ES.2008.P 1942
L_ 47 BF E'5.2008.DE 04708ES003
71 BF1.BR.2010.10BR PE0S4
% — 99 BF BR 2009.BRG0 4056 MH986013
L_ 99 BF BR 2008.BRG0 4028 MH985014
70 BF1.BR.2010.10BR RJ046
70 BF 1.8R.2010.DE 07010BR033
71 BF1.BR.2010.10BR PEO71
40 BF_BR.2005.05BRRJ05S
ggL— 40 BF BR 2005.05BRRJ200
28 BF BR.2005.06795V
23 BF BR 1999 BREPM 12609
42 BF LU 2003.uBF 07 03
42 BF LU 2004.uBF 1104
72 BF1.BR.2010.10BR MG002
100L— 72 BF 1.BR.2009.DE URF09BR014
78— 44 BF.CL2001.CH12
44 BF_.CL.2000.CH80
17 BF.PE.2002.PE 02 PCRO155
29 BF BR 1999.99UFRJ 1
29 BF BR 2001 BREPM 16704
F1.BR.1990.82163
F1.BR 1993.938R020 1
43 46 BF BR 2007.07BR FPS625
46 BF BR.2007.07BR FPS810
12 BF AR .- 19.AY140116
12 BF E 5.2000.X0531 2 nt0555 9485.MF 157739
17 BF.80.2002.8002 BOL119
38 BF.UY.1999.99UY TRAD123
G5L— 38 BF FJ213782.1 HIV-1 isolate UY04 4022 fom Uruguay complete genome
99 J.SE.1994.SE9173 7022
—EJA0.1993.93A0HDCZS3
93 21 A2D.KE.1999.KSM 4001
—EZi A2D.KE.1991.KNH 1254
9B — 50 A1D.GB 200333365
7 k| 50 A1D.GB.2010.11762
16 P~ D.UG.1981.UG270
hasd 60— D.KE.2001.NKU3006
8 10 CD.TZ1996.96TZBF 061
B59L— 10 CD.TZ 1996.96TZBF 071
v 19 cpx.CU.1999.CU7
95— 19 cpx.E 5.2014.EUR-D040
05 DF BE.1993.VI861
—QEOSDF.Nwa,RSQD&ZO
98— 90 BF 1.BR 2007.BRG03047
18 90 BF 1.8R.2007.BRG0O3059
3 i 51 01B.M N.2009.08MNG 4608
100L— 51 01B.MN.2012.12MNG 12712
39 BF_BR 2003.03BRRJ103
9L 39 BF BR 2003.03BRRJ327
5 93— B.CN.2013.12374
B.CN.2013.12379
100,— 69 01B.JP 2010.10JP-S091N172
El 69 01B.JP 2005.05JP M YC113SP 420
98— 57 BC.CN.2009.YNFL37
12 57 BC.CN.2009.09YNLX19sg
a8 54 018.M Y.2007.07M YKLD49
3L 54 01B.MY.2009.09M YSB(23
H.CF.1990.056
M L— H.BE.1993.VI887

100
24

[

Anexo I1. Andlisis filogenético de secuencias de p24 del VIH (continda en la pagina siguiente).



69— 16 A2D.KE.2005.05KE482170VS
43 18 A2D.KE.2005.0SKE725124V4
7 FEE A2,CY.1994.94CY034 3G
91— A2.CY.1994.94CY042 2G
26 ASU.CD.2002,02CD LBTB 084
g7 L— 26 ASU.CD.2002.02CD MBTBO47

35— A4.CD.1997.97CD KTB13
L A4.CD.2002.02CD KTB035

Ell 100 — 98 068.FR 2009.A-Bordeaux
4971 96 068.FR 2014.C-Bordeaux MH479276
) 06 cpx.NG.1987 97NG18

06 cpx.GH.2003.03GH173 06
100,— 02 AG.GH 2003, GHNJ185
87 L— 02 AG.GH.2003.03GH 184AG(2)
63 02A.RU.2011.10RU5983
16— €3 02A.RU.2009.08RU 4829
56 cpx FR.2010.URFS patient A
T L— 56 cpx FR 2011, patient D
8 — 09 cpx.C1.2000, 00IC 10082
1 09 cpx.CM 2004.53 18
% — 35 AD,R. 2010.10R THROSF
35 AD.IR.2011.11R . SYZ38F
A1.UG.1992.92UG037 A3S
L A1.UG.1992.92UG037 A0
11 cpx.FR.1999.MP 1307
11 cpx.CM 2001.01CH 0186ND
18 cpx CM 1997.CM53379
18 cpx.GB.2013.13592 1 35.4
03 AB, SE.2010.THS-30
46.RU.2003.03RU20 06 13
£6.UZ 2002.02U 0663
03AB.GB.2013,13774 1 513
32 06AB.EE 2001 E E 0369
71— 32 06AG EE 2002E ST2002 1169
9 — 49 cpx GM. 2002.N 18380
49 cpx.GB.2014.13659 179.3
46 — 45 cpx FR 2004, 04FR-AUK
L| n 45 cpx.CM.1997.97CH MP814
100 9 7 AGA 1997.97CIRMF 15
L A GA 1997, STCRMF 44
100,— A3.5N.2001 DDIS79.AY521629
A3.SN.1996.DDJ360, AYS21630
97 — 04 cpx CY.1994.94CY032 3
04 cpx GR 1997.GRE4 STPVM Y
37 cpx.CM 200471 1
37 cpx.CM 2006.1130-39
73— 36 cpx.CM 2000.00CHNYU830
36 cpx.CM 2007.8S40
2201A1.CM.2002.02CAMLT72
9L 220141.CH.2010.LBO11
78 cpx.CN.2013, YNTC88
74 018.M Y. 2010,10M YPR268
74 018.MY.2011.11MY.1J741
3 53.018.MY.2010.10M YKJ067
z 53018.MY.2010,10MYKJ079
48 018.MY.2007.07MYKTO14
7L 48 01B.M Y. 2007.07MYKT021

100 — 33 01B.1D.2007.07IDJKT189-15
33 018.1D.2007.JKT189-C
S801B.MY.2011 11MY12ZK731

PL—S801B.MY.2011.11MY1EPT94

15 018.TH.2005.05THS22586
79 0107.CN.2015.SX15JC06
79 0107.CN.2015.SX154C12
78 cpx.CN.2013. YNTC19
59 018.CN.2009.09LNA423
58 018.CN.2011.11LNSY300392
67 018.CN.2011. ANHUI M ASS9
68018.CN.2010.J52010001
67 018.CN.2011. ANHUI HF 115
68 018.CN.2011. ANHUI WH73
5201B.TH.1996.M043
52018.MY.2003.03M YKLO18 1
34 018.TH.1999. OUR1969P
34 01B.TH.1999. OUR2478P
15018.TH.1996.M169
01 AE.JP 1993, NH25 93JP NH25T 93JP NH2 5T
01 AE.CN.1996.96CNKM 003
55018.CN.2011.11HNCS 500434
55018.CN.2011.11CN.GDDG325
27 cpx.CD.1997.97COKTB4S
27 cpx.CD.2002.02CD LBRO24
G.GH.2003.GHNJ175
G,GH.2003.03GH175G
13 cpx.CM .2002.02CM 3226MN
13 cpx.CM .2008.833-62
43 02G.SA 2003.J11232
4302G SA 2003.J11254
25 cpx.CM .2002.1918LE
25 cpx.CM 2001.101BA
14 BG.ES.2000.X805
14 BG.ES.2004.X1118 4
20BG.ES.1999.R77
20BG.CU.2003.CB134
24 BG.ES.2008.X2456-2
24 BG.ES.2008.DE02408E S002
N.CM.2004.04CM 1131 03
1001— N.CM.2014.14003718

100 — 0.US -1 24788

0.CM .- ABT325

9% P.FR.2009.RBF168

100—P.CM.2006.U14788

100 — HIV2A PT.- ALL AF 082339
[_E HIV2A IN.2007. NNVA E US80602

100 — HIV2B.Cl.- 20 57.AB48SE71
100 HIV2B.FR 2000.LA44 KY025545
]
10

43

Ll

12

H2 01 AB.JP .2007.NM C716.AB 499694
H2 01 AB.JP 2007. NMC716 01.AB731740

Anexo 1. Analisis filogenético de secuencias de p24 del VIH (continuacion de la pagina anterior).



