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Resumen

Objetivo: Analizar las caracteristicas moleculares y de variacion de secuencias de las
integrasas del HTLV-1y del VIH-1 y sus variantes poblacionales.

Metodologia: Andlisis de secuencias y estructuras obtenidas de diferentes bases de datos;
para ello se utilizaron programas computacionales de modelacién de estructuras proteicas
e identificacion de sustituciones polimorficas en secuencias de aminodcidos de integrasas
del HTLV-1y VIH-1 previamente reportadas.

Materiales y métodos: Tanto la integrasa del HTLV-I como la del VIH-1 son proteinas
compuestas por 288 residuos de aminodcidos. Se encontré un parecido de estructuras
terciarias entre los dominios cataliticos de las IN de VIH-1, ASV y RSV con la del HTLV-
I. A partir de 103 secuencias completas de la integrasa del VIH-1 se registraron, en 46
codones, un total de 53 sustituciones que se localizaron en diferentes posiciones de la pro-
teina nativa; las mds frecuentes fueron: N27G (32,1%), A265V (30,1%), L1011 (31,1%)
y T123A (27,0%). Ninguna de las sustituciones mds frecuentemente encontradas generd
un cambio en el plegamiento nativo de la correspondiente region.

Conclusion: La estructura tridimensional del dominio central catalitico de la integrasa
condicionaria su actividad y su relacion con moléculas potencialmente inhibidoras. Las
sustituciones observadas fueron neutrales sin alterar la estructura nativa. Los resultados
obtenidos confirman que la integrasa es un nuevo y promisorio blanco para el desarrollo
de terapias antirretrovirales mds efectivas en el siglo xx1.

Palabras clave: Retrovirus, integrasa, modelaciéon molecular, estructura proteica,
polimorfismos proteicos, resistencia antiviral.
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Abstract

Obijective: To analyze the molecular characteristics and amino acid sequence variations
of HILV-I and of HIV-1 integrases and their population variants.

Materials adn methods: Data mining and analysis of integrase sequences and protein
structure data bases by using appropriate software for modelling and search for poly-
morphic substitutions in HILV-I and HIV-1 integrase amino acid sequences previously
reported.

Results: HTLV-I and HIV-1 integrases are proteins of 288 amino acid residues. Struc-
tural modeling of tertiary folding of HTLV-I integrase catalytic central domain’s, showed
closed structural characteristic with those of HIV-1, ASV and RSV. From 103 full amino
acid sequences of HIV-1 integrase, 53 substitutions located in 46 different codons were
recorded. The more frequents correspond to N27G (32,1%), L1011 (31,1%), A265V
(30,1%) and T123A (27,0%). None of these frequent substitutions introduced changes in
the folding of HIV-1 native integrase.

Conclusion: The tridimensional structure of central catalytic domain would influence
the integrase activity and its relationship with potentially inhibitory molecules. Those ob-
served amino acid substitutions were neutral and do not alter the native protein structure.
Our data confirm those previously published, and enable us to propose that IN is a new
and promissory target for develop more effective antiviral therapies in the xx1 century.

Keywords: Retrovirus, Integrase, molecular modeling, protein structure, protein
polymorphisms, antiviral resistance.
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INTRODUCCION

Las infecciones por el virus linfotropico
humano tipo I (HTLV-I) y el virus de la in-
munodeficiencia humana 1 (VIH-1) se han
convertido en problemas serios de salud
publica a nivel mundial. La infeccion por
el HTLV-I registra una cifra mayor a 20 mi-
llones de personas portadoras; de estas una
proporcidén variable desarrolla bien sea una
oncopatia, la leucemia de células T en el
adulto (LCTA), o bien una mielopatia aso-
ciada a la infeccién por este virus, denomi-
nada paraparesia espastica tropical (PET/
MAH); epidemioldgicamente la infeccion
por HTLV-I se asocia con una distribucion en
zonas endémicas alrededor del mundo (1).

De acuerdo con el reporte anual en 2007 del
Programa de las Naciones Unidas para el
SIDA/VIH, se estima que entonces habia,
aproximadamente, 33 millones de personas
infectadas por el VIH-1, causante del sindro-
me de inmunodeficiencia adquirida (sida).
Durante este mismo ano, se reportaron 2,7
millones de nuevos casos en comparacion con
el 2006 y ocasiond 2 millones de muertes (2).

Los tratamientos empleados actualmente
para frenar la infeccion por el VIH-1 y con-
trolar el sida, han mostrado un éxito limita-
do. Recientemente, se pensé que la terapia
de alta eficiencia (Highly Active Antiretrovi-
ral Therapy-HAART-), que consiste en com-
binaciones de dos inhibidores de la trans-
criptasa reversa (TR) y/o uno de la proteasa
(Pr) (dos enzimas codificadas por el geno-
ma del virus) y que son claves para su re-
plicacion, que seria una terapia efectiva; sin
embargo, posteriormente se demostré que
presentaba fallas. Al respecto se han re-
portado mas de 200 mutaciones, que estan
asociadas con la resistencia al tratamiento
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por seis diferentes clases de drogas antirre-
trovirales, actualmente en uso (3). Si bien el
problema en el VIH-1 es preocupante, en el
caso del tratamiento de la infeccion HTLV-I
es aun mas grave, puesto que los esquemas
terapéuticos no han dado los resultados es-
perados en el control de la infeccién (4).

Dentro de los nuevos enfoques farmacold-
gicos para controlar la infeccion por el VIH-
1 se consideran dos alternativas novedosas:
el uso de moléculas inhibidoras de la fusion
del virus con la célula y la inhibicion de la
integracion del ADN viral dentro del ge-
noma celular (5). En este ultimo enfoque, y
desde hace varios afios, se han desarrollado
estudios que han permitido definir como
una potencial terapia antirretroviral a molé-
culas inhibidoras de la actividad de la inte-
grasa (IN), una enzima viral que participa,
de manera primordial, en la integracion del
ADN virico dentro del genoma de la célula
infectada (6).

Una de las ventajas de la estrategia de in-
hibiciéon de la integracion del cADN viral
se basa en impedir, de manera definitiva,
la infeccion del virus en la célula. Esta es
radicalmente diferente de aquellas que in-
volucran TR y Pr, puesto que la integracion
del cADN viral es necesaria para que se ex-
presen estas dos enzimas y se inhiban por
la accion de farmacos. Asi pues, los disefos
de terapias que inhiban la integracion del
cADN viral se perfilan como los mas promi-
sorios, pues evitarian el continuo cambio de
esquemas terapéuticos que deben hacerse
por la seleccion de cuasiespecies resisten-
tes a drogas. Ademads, como la IN no tiene
analogo celular, sus efectos son minimos en
la expresidn y regulacion de genes celula-
res (7).
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Durante mas de 10 afios de investigacion
sobre inhibidores de la integrasa retroviral
se han desarrollado y ensayado una amplia
gama de compuestos quimicamente dife-
rentes entre los que se incluyen los cetodci-
dos y derivados, las Dihydroxypyrimidina
-4-carboxamidas, N-metilpirimidonas y las
pirimidonas biciclicas, las pirrolquinolo-
nas, entre otras; todos estos compuestos se
encuentran en fases de experimentacion.
Otras moléculas, como la GS-9137 (Elvite-
gravir), el GSK-364735, el BMS-707035 y el
MK-2048, son drogas que actualmente es-
tan en fases preclinicas y ensayos clinicos,
y prometen ser una segunda generacion de
drogas inhibidoras de la integrasa del VIH.
Sin embargo, en la actualidad solo el Ralte-
gravir, (MK-0518), cuyo nombre comercial
es Isentress™, es el tinico farmaco inhibidor
de integrasa aprobado por la FDA como
droga antiviral para uso combinado (8)
Para obtener informacion acerca de la es-
tructura y variacién de secuencias de las
IN del VIH-1 y del HTLV-], se presentaran
los principales resultados obtenidos de un
analisis in silico de las secuencias y estruc-
turas de las integrasas que se encuentran en
las principales bases de datos; también se
describiran los polimorfismos naturales en-
contrados en 103 secuencias completas de
la IN del VIH-1. Estos resultados refuerzan
otros que consideran a la integrasa como un
blanco muy promisorio en el tratamiento
antirretroviral del siglo xx1 (9, 10).

MATERIALES Y METODOS
ESTRUCTURAS DE LAS INTEGRASAS

Para la obtencion de estructuras tridimen-
sionales de la IN del VIH-1 se realizé una
busqueda en el Protein Data Bank (http://
www.rcsb.org/pdb/). Para la modelacion

y obtencién de las interacciones de las IN
se escogieron tres estructuras cristalizadas
y analizadas previamente mediante difrac-
cién de rayos X cuyos codigos de acceso en
el PDB son: 1BIS, que corresponde al do-
minio central catalitico de la integrasa del
VIH-1 obtenido a una resolucién de 1,95 A
(11);1COM, la estructura cristalina de dos
dominios de la integrasa del virus del sar-
coma de Rous (RSV) a una resolucion de
2 54A (12) y 1BI4, la estructura cristalina del
dominio catalitico de la intregrasa del VIH-
1 obtenida a una resolucién de 2,5A (13).
Las estructuras anteriormente descritas se
visualizaron utilizando el programa PDB
Protein Workshop1.5 (http://www.rcsb.org/
pdb/), y aplicando los comandos correspon-
dientes para ajustar las distintas variables
de estructura.

Para predecir la estructura terciaria del do-
minio central de las integrasas, se buscaron
en el PDB estructuras conocidas que com-
partieran similitud con la del HTLV-I. La
integrasa del virus del sarcoma aviar (ASV),
cuyo codigo PDB es 1ASW, mostré alta ho-
mologia en secuencias y en estructura con
la del HTLV-1 (14). Esta se empled para rea-
lizar algunas predicciones en la unién de
la secuencia al ADN sustrato. Todos estos
procesos se realizaron utilizando el progra-
ma DeepView 4.0 (15), de acceso publico en
http://spdbv.niehs.nih.gov/.

OBTENCION DE ESTRUCTURAS
MOLECULARES MEDIANTE
MODELACION POR HOMOLOGIA

Los mejores alineamientos obtenidos se
enviaron al Swiss-Model disponible para
su modelacion (http://www.expasy.org/
swissmod/SWISS-MODEL.html) (15) (16).
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En la primera parte del proceso, el progra-
ma ProModlI (17) gener6 un modelo basico
de las proteinas del VIH-1, HTLV-1, ASV
y RSV. Estos se optimizaron por minimi-
zacion de energia, empleando el programa
Gromos 96 (18); mediante este procedi-
miento se obtuvieron estructuras en gra-
diente conjugado para 300 ciclos. Con la
ayuda del programa PyMol se modeld la
interaccion entre la integrasa del VIH-1 y
el ADN blanco de integracion. Puesto que
no se encontro alta homologia con los do-
minios carboxilo terminal y amino terminal
empleando el procedimiento anterior, las
secuencias correspondientes se sometieron
a un analisis de estructura secundaria, uti-
lizando el PHDsec Method (http://www.
predictprotein.org/) para obtener la mas
probable estructura secundaria correspon-
diente (19) (20).

ANALISIS DE SECUENCIAS DE
AMINOACIDOS DE LA IN DEL VIH-1

Del GenBank (http://www.ncbi.nih.gov/),
mediante la aplicacion del programa Blas-
tP, se seleccionaron y se alinearon 103 se-
cuencias de aminoacidos completas de la
integrasa del VIH-1 provenientes de indivi-
duos no tratados con ningun inhibidor de
la actividad de la integrasa. Estas se reali-
nearon con el programa ClustalW 2.0 (21),
utilizando como secuencia consenso aque-
lla cuyo codigo GenBank es NP705928; a
partir de estos alineamientos se determiné
la presencia de sustituciones de aminoaci-
dos y sus frecuencias correspondientes. Los
sitios polimorficos se caracterizaron por te-
ner dos sustituciones o mas con relacion a la
secuencia consenso.
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Las secuencias de las integrasas de VIH-1
incluidas en este estudio corresponden a los
cddigos GenBank que se referencian a con-

tinuacion: AAQO61875, AACS83546,
ABR68155, ABC88346, AAC83549,
AAC83550, AAC83549, AACS83477,
AAC83479, ABR68191, AAL01914,
AAL01905, AALO01911, AAG35639,
ABR68177, AAL01910, AAL01972,
ABR68197, AACS83547, AANO05469,
AALQ01954, ABR68162, AAL01973,
AAL01944, AAL01949, AALO01906,
AALO01906, AALO01946, AAL01924,
AAL01913, AAL01935, AAL01948,
AAL01908, AAL01930, AAL01912,
AAL01923, AAL01938, AALO01945,
AATP03070, AAL01932, AAL01917,
AAG35642, AAL01970, AAL01915,
AAL01947, AAL01943, AAL01952,
AALQ01951, AAL01971, AACS83491,
AAC83490, AAC83495, AAC83476,
AAC83465, AAC83465, AACS83465,
AAC83465, AAC83466, AAC83496,
AACS83551, AAC83488, AAC83484,
AACS83511, AAC83514, AACS83508,
ACG71187, ACG71175, ACG71122,
ACG71121, ACG71124, ACG71162,
ACG71220, ACG71176, ACG71224,
ACG71225, ACG71208, ACG71236,
ACG71237, ACG71129, ACG71211,
ACG71128, ACG71210, ACG71119,
ACG71147, ACG71223, ACG71170,
ACG71115, ACG71172, ACG71156,
ACG71198, ACG71146, ACG71213,
ACG71227, ACG71231, ACG71132,
ACG71171, ACG71131, ACG71169,
ACG71154, ACG71178, ACG71133,
ACG71186, ACG711309.

Se usé la herramienta de genotipado viral
(Viral genotyping tool) del Centro Nacional
para Biotecnologia de la Informacion de los
Estados Unidos (National Center for Biotech-
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nology Information-NCBI-) (http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/projects/genotyping/formpage.cg),
para determinar el correspondiente subtipo
viral.

RESULTADOS Y DISCUSION
LA ESTRUCTURA DE LAS
INTEGRASAS RETROVIRALES

Los andlisis de busqueda de secuencias pro-
teicas revelaron que las integrasas del HTLV-
I'y del VIH-1 son proteinas con 288 residuos
de aminodacidos cuyo PM calculado es de 32
kDa, que son codificadas por el extremo 3’
del gen Pol. Como resultado de la accion de
la proteasa sobre la poliproteina precursora
Pol, se producen las proteinas p51™%, p15 y
p32™(22). Inicialmente la IN es un monémero
que se pliega para generar tres dominios dife-
rentes cuyas funciones han sido identificadas
mediante andlisis mutacionales y estructura-
les. Su plegamiento terciario es muy similar
a un gran numero de proteinas de union al
ADN, que contienen el motivo hélice-vuelta-
hélice (HTH).

La disposicion espacial de los tres aminoa-
cidos cataliticos D64, D116 y G152 localiza-
dos en el dominio central catalitica (51 a 212
aa), obtenida mediante simulacién compu-
tacional para la IN del HTLV-], le confiere
al sitio activo una tridimensionalidad que
es compatible con la actividad de nucleoti-
dil transferasa (figura 1A). Estudios previos
muestran que las integrasas de los retrovi-
rus junto con las transposasas, la RNAsa H
y las RNAsa argonautas asociadas a Dicer
(involucrada en el paso de silenciamiento
de genes) son enzimas que pertenecen al
grupo de las polinucleotidil transferasas/
esterasas (EC 2.7.7.49). De otra parte, se ha
documentado que mutaciones sitiodirigi-

das sobre los residuos conservados del cen-
tro catalitico suprimen completamente la
capacidad de la enzima para llevar a cabo la
integracion (23, 24).

La prediccion del plegamiento de la secuen-
cia de los 288 residuos de aminodacidos de
IN del HTLV-I efectuada en este trabajo
mostré que en el extremo N-terminal exis-
ten tres hélices a (a1, 7-13 aa.; a2, 16-23 aa.;
a3, 29-42 aa). Esta prediccion concuerda con
la estructura encontrada previamente por
cristalografia de rayos X para la IN del VIH-
1 en la cual a este extremo se le ha llamado
HHCC por los residuos conservados, pues
su estructura es semejante a los dominios
de dedos de zinc (25). Un estudio reciente
demostréd que mutantes deficientes en el
primer residuo del extremo amino tienen
actividades reducidas en el proceso de inte-
gracion (26). En el dominio central catalitico
se determinaron 5 hojas 3 (1, 64-69 aa; 32,
76-86 aa.; 33, 91-97 aa.; 34, 120-123 aa y 35,
209-211 aa) y 4 hélices o (a4, 102-114 aa.; a5,
131-147 aa.; a6 158-176 aa.; a7, 183-198 aa.).
El dominio del centro catalitico (CC), que se
extiende del aminodacido 51 al 212, incluy6
la triada catalitica formada por los residuos
D64, D116 y E152 (DD-35-E), conocida como
el motivo DDE. Aunque no fue posible en-
contrar una estructura tridimensional alta-
mente significante para dominio carboxilo,
se asignaron 2 hélices a (a8, 248-254 aa.; «
9, 273-279 aa.) y 3 hojas [ (36, 231-236 aa.;
7, 258-262 aa.; 8, 269-271 aa.). Se determino
que existe una diferencia con la estructura
tipo SH3 encontrada en VIH-1y ASV en las
que solamente hay hojas 3. Se ha observado
que en el extremo carboxilo de la IN existe
una baja conservacion de aminodcidos; esta
podria explicar el porqué de la discrepan-
cia segtin la prediccidon hecha por el método
comparativo empleado en este estudio.
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Figura 1. Resolucién de la estructura tridimensional del dominio central catalitico de la IN del HTLV-I mediante modelacién
molecular. (A). Estructura tridimensional del dominio central catalitico en la que se muestran los residuos de D64, D116 y E152
y el bolsillo de interaccion con el ADN sustrato; ademas, se detalla la localizacion del residuo K159 como estabilizador de la
estructura tridimensional de sitio activo. (B). Vista detallada de la disposicién tridimensional de los residuos D64, D116 y E152
dentro del bolsillo molecular en donde ocurre la catalisis. Las estructuras se obtuvieron mediante modelado por homologia,
tomando como molde el dominio catalitico (codigo PDB: 1BI4) de la estructura de la IN de HIV. A partir del alineamiento de
las secuencias de HIV PDB: 1BI4 con la de aminoacidos de la region catalitica de la integrasa de HTLV-I (ATK-I) (NA ]J02029),
se obtuvo el modelo del dominio central de la integrasa de HTLV-I; posteriormente, esta se minimiz6 utilizando el programa
Spdb Viewer; por ultimo, empleando el programa Gromos 96, se obtuvo la localizacién de los residuos cataliticos DDE y se
calcularon las distancias, en A, entre ellos. El circulo en blanco en la figura A muestra el dominio de unién al ADN sustrato.

Fuente: Programas empleados: programa Spdb Viewer y Gromos 96.

Un anadlisis mas detallado del dominio cen-
tral catalitico de la IN del HTLV-I mostro
que los aminodcidos D64, D116, E152 y
K159 se localizan cerca de una region de
13 aminodacidos, que esta rodeada por los
residuos 140 al54. En la enzima nativa, la
distancia tedrica calculada entre los tres re-
siduos cataliticos fue 4,04A para D64 -D116,
7,40A en D64-E152 y 10,20A entre E152 y
D116. En el modelo construido, los residuos
E152 y D116 se encuentran orientados ha-
cia el interior del bolsillo del sitio activo y
en el mismo plano, mientras que D64 esta
localizado en el plano interno de la cavidad
catalitica (figura 1B).

Estudios previos de modelacion de estruc-
turas (27, 28) sugieren que la integrasa fun-
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cional del VIH-1 es una proteina mul-
timérica, aunque el numero exacto de
subunidades en la enzima funcional in vivo
no se ha establecido. Los resultados previos
del analisis de estructuras cristalinas obte-
nidas por difraccion de rayos X, que se com-
plementaron con simulaciones in silico y
métodos de dinamica molecular realizados
en este trabajo, sustentan la propuesta de
un modelo dimérico (figura 2). De acuerdo
con este modelo, los contactos entre subu-
nidades estan relacionados entre si por un
eje de la diada que contiene una superficie
muy amplia de exclusion de solvente (1300
A?/monémero). Los dos mondémeros con-
forman, cada uno de ellos, cinco regiones
de estructuras de hojas 3 plegadas, que se
orientan de forma antiparalela (27).
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Mondémero 1

Figura 2. Modelo computacional de la estructura del dimero de integrasa del VIH-1 a partir de la simulacién computacional
obtenida de la resolucion de la estructura de difraccién de rayos X a 1,60 A del dimero de la integrasa del VIH-1 (1BIS) (11).
En la figura se muestran los residuos cataliticos (D64, D116 y E152). Ademas, se localizan las regiones de interaccion entre los
mondmeros con las dos glutaminas de los extremos carboxilo de cada monémero del dominio central (K209) y las dos cisteinas

del extremo amino (C56).

Fuente: El modelo computacional se obtuvo mediante modelacién por homologia empleando el Swiss Model y posteriormen-
te utilizando el programa DeepView 4.0 de acceso publico en http://spdbv.niehs.nih.gov/.

Andlisis sobre las propiedades moleculares de
esta proteina muestran que las interacciones
intermoleculares entre mondmeros son predo-
minantemente hidrofdbicas y ocurren entre los
residuos W243, A248 y V250 de un monémero
con los 1.242, V250, 1257 and V259 del otro. El
dimero se estabiliza mediante enlaces salinos y
enlaces de hidrégeno que involucran tres do-
minios de estructura de hojas -plegadas y las
hélices a 1, 3, 5, 6. El principal enlace de hidrd-
geno que liga las dos subunidades es el que se
establece entre el carboxilo del E246 de un mo-
noémero con el grupo carboxamida del Q252 del

otro (28). La interaccion entre los mondmeros
de la region central genera una interface de ex-
clusion de solvente de, aproximadamente, 800
A? por cada molécula.

En este estudio se determino que en el dime-
ro, el dominio de union al ADN esta com-
puesto por una serie de loops que conectan
las hojas 3 plegadas 1 y 2 del extremo ami-
no en cada mondmero. Este bolsillo tiene las
dimensiones apropiadas para encajar ADN
de la forma B (24 x 23 x 12 A) (figura 3a). A
partir de un modelo obtenido por difraccion
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de rayos X para la IN del VIH-1, cuyo cddi-
go PDB es 1BIS (11), y empleando la mode-
lacion tridimensional con el programa PyMol
se determind que las cadenas laterales del
residuo K264 de cada mondmero interactiian
con el esqueleto azticar-fosfato del ADN blan-
co (figura 3b). Resultados previos obtenidos
por mutagénesis sitiodirigida en esta region
mostraron que el residuo K264 es clave para
la interaccion entre la proteina y el ADN blan-
co (28). Otra interaccidon importante es la que

ocurre entre R231 de cada mondmero y las
bases nitrogenadas de la curvatura principal
del ADN sustrato (29).

Del analisis comparativo efectuado con los
modelos obtenidos del dominio central ca-
talitico de la IN del HTLV-I, los del virus
del sarcoma aviar (ASV), del VIH-1 y el del
virus del sarcoma de Rous (RSV), se obser-
varon arreglos tridimensionales muy seme-
jantes (figura 4). Sin embargo, tanto en la IN

Esqueleto
Azlcar
Fosfato

-4.Surco Menor

11 . | Esqueleto
Azucar
Fosfato

Figura 3. Modelacion molecular de la interaccion entre el dimero de la integrasa del VIH-1 con el ADN blanco de integracion.
Se muestra la superficie de contacto de la enzima con la doble hélice del ADN. (A). Vista panoramica de la interaccién en la
que se precisan los dominios del sitio activo, compuesto, entre otros, por los residuos cataliticos D64, D116 y E152; ademas de
la region de interaccion con el ADN con el K264. (B). Aproximacion ampliada que muestra la interaccion entre el K264 y una
porcion del esqueleto aztcar fosfato del ADN blanco. En el interior de la integrasa se localizan los aminodacidos cataliticos,
interactuando con la porcion interna de una vuelta del ADN blanco. Las figuras se obtuvieron a partir de la estructura de la
integrasa del VIH-1 cédigo PDB 1BIS, que fue obtenida por difracciéon de rayos X. Para ello se utiliz6 el programa PyMol. (D)
acido aspartico; (E) acido glutamico; (K) lisina.

Fuente: Se utlizo el programa ProModlIl que generd un modelo basico al cual se le minimizo la energia empleando el progra-
ma Gromos 96; posteriormente con la ayuda del programa PyMol, se model6 la interaccién entre la integrasa del VIH-1 y el
ADN blanco de integracion.
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Figura 4. Comparacion de estructuras del dominio central catalitico (50-212 aa) obtenidas por modelacién molecular de las in-
tegrasas de cuatro diferentes retrovirus. Las poses de cada uno de los modelos son similares y muestran la orientacién espacial
de los distintos plegamientos de estructuras alfa y beta. (HTLV-I) virus linfotrépico humano tipo I. (ASV) virus del sarcoma
aviar. (RSV) virus del sarcoma de Rous. (VIH-1) virus de la inmunodeficiencia humana 1. Los circulos dentro de cada una de
las estructuras muestran el loop, (184 al 190 aa) extra en las integrasas del VIH-1y RSV, pero ausente en las de HTLV-Iy AS;
ademads de la alfa hélice, que se extiende de los aminodacidos 200-210 en las integrasas del VIH-1y RSV.

Fuente: Usando el Swiss-Model disponible para su modelacién y a partir de las secuencias cuyos cédigos GenBank fueron
VIH-1(1BIS_B), HTLV-1 (EF591890), ASV (1VSK-A ) y RSV (1COM_B) se seleccionaron los mejores estructuras, éstas se les mi-
nimizd la energia utilizando el programa Gromos96 del cual se obtuvieron estructuras en gradiente conjugado para 300 ciclos

del HTLV-I como en la del ASV falta una
de las hélices «, caracteristica de las IN de
VIH-1y de VSR; ademas, en la cuarta hélice
o del dominio central de la del VIH-1 exis-

te una region de 14 residuos que en las de
ASV y HTLV-I es de 21 aminoacidos.

Todos los retrovirus exhiben preferencias
distintas hacia los blancos gendmicos de
integracion; asi, las caracteristicas en el ple-
gamiento terciario de regiones del dominio
central catalitico pueden afectar las frecuen-
cias de integracion. Con base en los resul-
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tados obtenidos sobre la simulacion tridi-
mensional de las integrasas de ASV, RSV,
HTLV-I y VIH-1 es tentador especular, en
el caso de los lentivirus que seria la interac-
cién entre la integrasa y proteinas cromo-
somicas conocidas la que determinaria la
distribucion de los sitios. Previamente se ha
definido que en el dominio central catalitico
de la integrasa del VIH-1, las hélices a3, a4
y la a5 conforman el principal sitio de re-
conocimiento para el factor del hospedero
especifico de lentivirus -LEDGF/p75- (Len-
tivirus-specific host factor) (30). Se determind
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que la organizacidn de sitios andlogos en las
integrasas de ASV, HTLV-I y de Spumavi-
rus es un poco diferente (31); estas diferen-
cias incluyen el empaquetamiento relativo
de las hélices, la orientacion y tamano del
loop conector (21 residuos extras en la IN
del HTLV-Iy ASV) podrian ser factores es-
tructurales que promoverian un interaccion
diferencial con proteinas celulares que con-
forman el complejo de preintegracion. En
general, los factores de unién putativos del
hospedero en los Spumavirus son menos
hidrofdbicos que aquellos de VIH-1 y ASV.
Sin embargo, aun no ha sido posible esta-
blecer si estos dos retrovirus utilizan facto-
res del hospedero de union a integrasa que
determinen la frecuencia de integraciones
(32). De estas evidencias se puede concluir
que las pequefias variaciones en el plega-
miento local de las hélice alfa del dominio
central catalitico pueden intervenir, en un
proceso multifactorial, en la manera como
cada retrovirus se integra dentro del geno-
ma de la célula hospedera.

SUSTITUCIONES DE CODONES
EN LA INTEGRASA DEL VIH-1

Con el fin de determinar si existen susti-
tuciones de codones que puedan alterar la
estructura terciaria de la integrasa, se de-
terminaron los cambios de aminoacidos
en diferentes posiciones en 103 secuencias
completas de la IN del VIH-1 de indivi-
duos infectados consignadas en el Gen-
Bank. Se encontré que el 96,1% (99/103)
de las secuencias incluidas se identifica-
ron como subtipo B; solamente aquellas
cuyos cddigos de acceso eran AAL01910
(B/D), AALO01915 (B/A), AAL01917 (B/F2) y
AANO05469 (B/G) correspondieron a formas
recombinantes.
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En un total de 61 codones (21,18%) se regis-
traron 71 sustituciones, que se localizaron
en diferentes posiciones en cada uno de los
tres dominios de la integrasa del VIH-1 (fi-
gura 5). En el dominio amino terminal se
identificaron 4 sustituciones en las secuen-

Tabla 1.
Distribucion de las sustituciones de aminoacidos
mas frecuentes en la region del genoma
de VIH codificada por la secuencia completa
de la integrasa de 103 pacientes VIH-1.

C'odén Consenso | Sustitucidon Porcentaje
numero (%)
10 E D 18,4
1 E D 12,6
27 N G 32,1
31 Vv I 9,7
32 V | 13,6
50 M | 14,6
72 V | 18,4
101 L | 31,1
123 T A 27,0
124 T A 16,5
201 v | 18,4
206 T S 11,6
211 K R 6,8
230 S G 14,6
230 S N 9,7
232 D E 13,6
256 D E 16,5
265 A Vv 30,1
284 R G 8,7

Fuente: GenBank.
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Figura 5. Localizacion de las sustituciones de aminodcidos mas frecuentemente observadas en diferentes codones en los tres
dominios de la IN del VIH-1. (A) alanina; (M) metionina; (V) valina; (R) arginina; (T) treonina; (Q) glutamina; (N) asparagina;
(G) glicina; (S) serina; (P) prolina; (F) fenilalanina; (L) leucina; (D) acido aspartico; (H) histidina; (E) acido glutamico; (K) lisina;
(Y) tirosina. Los circulos en negro muestran las sustituciones mas frecuentes encontradas en 103 secuencias completas de la
integrasa del VIH-1 de pacientes no tratados con drogas inhibidoras de la integrasa (INI). Las sustituciones marcadas con as-
teriscos corresponden a aquellas previamente reportadas por otros autores que estan asociadas con resistencia al tratamiento
con Raltegravir (34, 38). Las lineas en amarillo indican porciones de la estructura terciaria con loops no alfa no beta.

Fuente: El calculo y modelacion de la estructura secundaria se llevé a cabo usando el programa Secondary Structure Predic-
tion (SSP) el cual esta integrado en Prime, utilizando el médulo Structure Prediction

cias analizadas, cuya frecuencia fue mayor  en las que A265V represento el 30,2%. Sin
al 5%, donde el cambio N27G (32,1%) es el embargo, ademads de estos cambios, fue po-
mas representativo (tabla 1). En el dominio  sible localizar sustituciones menores en los
central catalitico se registraron 7 cambios codones 60, 74, 84, 111, 124, 125, 126, 154,
de aminodcidos con porcentajes mayores al 155 y 211. Los residuos E10, 524, H51, Q148

5%; en esta region, la sustitucion mas fre-  y Q273 fueron sitios polimorficos.
cuente fue T123A identificada en el 27,0%
(tabla 1). Finalmente, en el dominio carboxi- =~ Un anadlisis de los efectos sobre la conforma-

lo terminal seregistraron 5 sustitucionesque  cién tridimensional de la integrasa nativa
ocurrieron en mas del 5% de las integrasas ~ del VIH-1, que puedan ocurrir por efecto de
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las sustituciones antes descritas, mostré que
solamente la sustitucion T—A registrada en
los codones 123 (27,0%) y 124 (16,5%) podria
generar un cambio que favoreceria una ten-
dencia a un plegamiento de tipo alfa hélice
en la region que se extiende del amino acido
120 al 133. Cuando se compararon estos cam-
bios con la estructura secundaria obtenida de
la integrasa nativa, fue evidente que en esta
region existe una predominancia de plega-
miento « (figura 4). Por lo anterior, se puede
concluir que las sustituciones registradas en
este estudio no introducirian ninguna altera-
cion dramatica del plegamiento en la region
del dominio central catalitico que rodea al
bolsillo del sitio activo de la enzima (D64,
E152 y D116). Ninguna de las sustituciones
observadas involucrd los codones cataliticos
ni al residuo K159.

Trabajos previos, en donde se empled una
metodologia similar, pero que incluian se-
cuencias completas y parciales provenientes
de individuos tratados y no tratados (nai-
ves) con diferentes drogas antirretrovirales
(33, 34), mostraron una alta coincidencia con
aquellas mutaciones naturales mas frecuen-
temente encontradas en este estudio. Estos
expandieron la gama de polimorfismos a 75
sustituciones localizadas en 58 codones dis-
tintos de la integrasa del VIH-1. Las sustitu-
ciones localizadas en los codones 172 y T124
fueron mas abundantes en los subtipos A, D,
C y F y en recombinantes A/E; tanto la sus-
titucion 172V como la T124A representaron
mas del 70% de los aislados de los subtipos
anteriormente descritos (33). Entre las susti-
tuciones mas frecuentes previamente estudia-
das se incluyen N51V, Q148H/R/K y N155H,
las cuales se asocian con niveles elevados de
resistencia a inhibidores de la IN, como el Ral-
tegravir, Elvitegravir y algunos derivados ce-
toacidos (31-34).
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En el andlisis de las secuencias de integra-
sa incluidas en el estudio, se determind que
227 de los 288 residuos de aminoacidos es-
taban conservados (78,8%), lo que repre-
senta una baja variabilidad de secuencias.
De este resultado, es posible sugerir que
aquellos residuos asociados con la esta-
bilidad del plegamiento de los distintos
dominios, asi como la multimerizacion, la
union al ADN, el sitio catalitico y la union
con el cofactor celular LEDGF/p75, estan
altamente conservados. De otra parte, los
polimorfismos naturales que involucran las
sustituciones L74M, T97A, S119G/R, V151],
K156N, E157Q, G163K/R, V165I, 1203M,
T206S, S230N, que representan frecuencias
variables, estarian haciendo parte de la es-
tructura poblacional de las cuasiespecies y
reflejarian la variacion natural en la region
correspondiente a la integrasa; este analisis
estd en concordancia con los datos reporta-
dos por Myers y Pillay, 2008 (35).

El 99% de los aislamientos incluidos en es-
tos analisis pertenecieron al subtipo B, por
lo que es posible postular que las distintas
sustituciones de codones registradas esta-
rian asociadas con este subtipo en particu-
lar. En un trabajo reciente se determind que
todas las mutaciones emergentes marcado-
ras para la falla de los pacientes tratados con
Raltegravir o Elvitegravir, asi como aquellas
de emergencia secundaria, no se encontra-
ron en pacientes naive, independientemente
de que fueran del subtipo B o CRF02_AG
(36). Ademas, aquellas variaciones natura-
les registradas por (34), estuvieron asocia-
das con la prevalencia del subtipo o forma
recombinante en cada poblacion (37).

Un estudio previo acerca del efecto del cam-

bio potencial estructural local que puedan
inducir estas sustituciones asociadas con re-
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sistencia a Raltegravir o Elvitegravir, mos-
tré que ninguna de ellas, per se, induciria
cambios drasticos en el plegamiento de do-
minios localizados a su alrededor. Ademas,
en los andlisis comparativos efectuados en
el presente trabajo, no se encontraron en las
103 secuencias completas de IN del VIH-
1, en ninguna de las sustituciones N51V,
Q148H/R/K y N155H marcadoras primarias
de resistencia a Raltegravir (38) o Elvitegra-
vir (39); asi pues, estas serian sustituciones
seleccionadas durante los procesos de repli-
cacion de las cuasiespecies, bajo la presion
selectiva del antiviral, que no producirian
alteraciones importantes en el plegamiento
de los dominios localizados a su alrededor.
Estos resultados, asi como otros anterior-
mente descritos (34-41), permiten postular
que la integrasa, en ausencia de la presion
de inhibidores, es una enzima viral que re-
quiere una conservacion estructural y fun-
cional de casi los dos tercios de sus aminoa-
cidos para ejercer su funcion. Asi, aquellas
mutaciones primarias asociadas con la re-
sistencia a inhibidores de la integrasa que
son importantes, estarian ausentes o serian
altamente infrecuentes en aquellos pacien-
tes no tratados. La caracterizacion de resi-
duos altamente conservados e involucrados
en la interaccion tanto con el ADN como
con proteinas celulares ayudaria a entender
y disefiar de manera mas racional nuevos
inhibidores contra la infeccion por el VIH-1
con mecanismos de accion y perfiles de re-
sistencia mas favorables.

En la actualidad, la amplia circulaciéon de
cepas VIH-1 multirresistentes a las drogas
antivirales cominmente utilizadas en el tra-
tamiento de pacientes VIH/sida plantea la
necesidad de implementar estrategias nue-
vas que puedan, por lo menos, disminuir
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los efectos poblacionales de la resistencia.
En consecuencia, la importancia de este tra-
bajo radica en que provee un andlisis de la
estructura tridimensional fina de dos inte-
grasas de retrovirus humanos de importan-
cia clinica, las cuales se correlacionaron con
aquellos polimorfismos de la region del gen
pol que codifica por la integrasa del VIH-1.
Los datos obtenidos servirdn de base para
que en un futuro inmediato se puedan esta-
blecer parametros de estructura terciaria y
su relacidn con la estabilidad genética de la
integrasa; su valoracidn, permitira determi-
nar mecanismos alternativos de accién de
drogas y disefar sitios de interaccion desea-
dos, utilizando para ello mutagénesis sitio
dirigida. Asi pues, ante el actual panorama
farmacologico y epidemioldgico de la infec-
cion por retrovirus humanos, la integrasa
tal cual se ha mostrado en este trabajo surge
como un blanco, muy promisorio, de acciéon
antirretroviral, que permitird la puesta en
escena de nuevos farmacos, mas efectivos,
para enfrentar la pandemia del sida/VIH en
este inicio del siglo XXI.
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