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Resumen

The main goal of the project was to study the evolution of the human
immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) in a group of long term non progressor
patients (LTNPs), particulary in a sub-group classified as ancestral. Based on the
analysis of the nucleotide sequence in env gen of the viruses of different isolates
collected in different geographical areas of Spain, we established a correlation
between the genetic distance and the date of the specimen collection.

Based on this study, we were able to determine the existence of two distinct
groups within LTNPs. First we defined a group of ancestral LTNP patients showing
only ancestral nucleotide sequences close in dating to the time of seroconversion; and
second group of LTNPs, referred to as modern patients, displaying modern viral
dating, with the estimation time of the sequence close to the sampling date.

Viral evolution was analyzed using the viral DNA extracted from the PBMCs
of eight HIV-1 ancestral LTNPs with an extreme control of their viral replication.
Plasma viral load in these patients except for independent blips below 2000 copies/ml,
was below the detection limit (<50copies/ml). DNA copies per million of cells were
estimated close to 1-55 in these ancestral patients.

The Maximum likelihood (ML) phylogenetic trees showed extremely short
branch length and, consequently, an extremely low viral evolution from their most
recent common ancestor (MRCA). In spite of, we were able to define two groups
within the ancestral patients, with different viral evolution: first a group of patients
without viral evolution, in which the lack of evolution correlated with the
maintenance of a good clinical stage over the time, and a second group of patients
characterized by the existence of limited viral evolution that corresponds to clinical
deterioration and is mainly caused by the loss of CD4" T cells over time.

The analysis of the complete genome sequencing of viral DNA from these
patients showed a large number of genome deletions as a dominant form in the first
group of ancestral LTNPs. The presence of these deleted viruses and their
contribution to the pathology of the infection are still not clear. However, the
existence of fewer deletions in regular progressor patients could indicate their
importance in HIV pathogenesis.

Furthemore, we detected a high number of hypermutated sequences or escape
mutations in the second group of ancestral LTNPs. Analysis of the mutations in these
ancestral LTNPs showed a large number of common mutations present in all the

patient’s viruses indicating a common origin.



Resumen

In adition, many host factors have been associated with patients having a non
progressive HIV-1 infection. The strongest association was found with certain HLA
alleles and different Single nucleotide polymorphisms (SNP). Analysis of the host
characteristics in the ancestral patients showed at least one, and possibly two, host
markers related with non progression.

In summary, control of viral replication in ancestral LTNPs was achieved by

different combinations of virological and host protective factors.
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Introduccion

1.1 EL VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA HUMANA (VIH)
1.1.1 La pandemia de VIH/SIDA.

En el afio 1981, el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), fue
reconocido como una nueva entidad clinica (Gottlieb, 1981) que se caracterizaba por
la presencia de anomalias inmunolédgicas generalmente acompafiadas por infecciones
oportunistas, desérdenes neuroldgicos y formas inusuales de cancer.

Los primeros estudios epidemiologicos demostraron que esta enfermedad
estaba causada por un nuevo agente infeccioso que podia ser transmitido a través de la
sangre o derivados de la misma, a través de los fluidos genitales y verticalmente de
madres a hijos. La muestra conocida mas antigua de VIH tipo 1 (VIH-1) proviene de
una muestra de plasma del afio 1959, y varios estudios sobre el origen de la epidemia
postulan que ésta se inicio en el siglo XX (Zhu et al., 1998).

Globalmente, la pandemia de VIH y SIDA constituye un problema de salud
publica de primera magnitud en el mundo, con grandes repercusiones demograficas,
sociales y econdmicas en muchos paises. Hasta el momento es el causante de 25
millones de muertes en el mundo. El programa Conjunto de Naciones Unidas sobre
VIH/SIDA (ONUSIDA) estimaba que durante el ano 2008 el VIH infectdé a 2,7
millones de personas, y el numero total de personas infectadas por el VIH era de 33,4

millones de personas (http://data.unaids.org/pub/Report/2009/2009_epidemic_update_es.).

Resumen de la epidemia mundial de SIDA

Diciembre 2008

Personas que vivianconel VIH en 2008

Total 33.4 million [31.1-35.8 million]
Adultos 31.3 million [29.2 — 33.7 million]
Mujeres 15.7 million [14.2 — 17.2 million]

Nifios menores de 15 afos 2.1 million [1.2 — 2.9 million]

Nuevas infecciones con el VIH en 2008
Total 2.7 million [2.4—3.0 million]
Adultos 2.3 million [2.0 — 2.5 million]
Nifios menores de 15 afos 430000 [240 000 — 610 000]

Muertes relacionadas con el SIDA 2008
Total 2.0 million [1.7-2.4 million]
Adultos 1.7 million [1.4 — 2.1 million]
Nifos menores de 15 afnos 280000 [150 000 — 410 000]

Tabla 1.1: Resumen numérico de la epidemia del VIH/SIDA. Los intervalos de las estimaciones
presentadas en este cuadro, definen los margenes dentro de los cuales se encuentran los datos reales

proporcionados. ONUSIDA 2009.
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1.2. Clasificacion del VIH

Seglin las caracteristicas genéticas, morfologicas y bioldgicas, el VIH es un
retrovirus perteneciente a la familia Retroviridae, y el género Lentivirus cuyos
miembros se diferencian del resto de retrovirus por presentar un marcado poder
citolitico y se caracterizan por la capacidad de infectar células del sistema inmunitario
y de producir infecciones lentas. La familia Retroviridae agrupa agentes virales que
poseen una enzima, la transcriptasa en reverso (RT), capaz de copiar el acido
ribonucleico (ARN) a acido desoxirribonucleico (ADN). La familia Retroviridae
incluye varios géneros de virus (Tabla 1.2) que tienen las siguientes caracteristicas
comunes: virus con envoltura, capside en forma de cono truncado, tiene como genoma
dos copias de ARN de cadena positiva, posee varias enzimas, entre ellas la RT y una
proteasa.

Como todos los retrovirus, el genoma del VIH estd codificado por ARN de
polaridad positiva constituido por dos hebras idénticas, el cudl es retrotranscrito a
ADN de doble cadena por la enzima RT, se integra en el genoma de la célula que
infecta formando el provirus y desde el genoma celular se transcribe utilizando la
maquinaria celular y originando una nueva progenie virica. Estos virus presentan en
su genoma varias proteinas reguladoras que condicionan la complejidad de la
interaccion virus-célula y, por tanto, la patogenia de la enfermedad (David et al.,

2001; Griffiths, 2005; Murphy, Fauquet, and Bishop, 1995).

Familia Género Virus
Alpharetrovirus Virus de la Leucosis Aviar (ALV)
Betaretrovirus Virus del Tumor mamario de raton (MMTYV)
Gammaretrovirus | Virus de la Leucemia Murina (MLV)
Deltaretrovirus Virus de la Leucemia Bovina (BLV)

Retroviridae
Virus de Inmunodeficiencia Humana tipo 1y

Lentivirus

2 (VIH-1, VIH-2)
Spumavirus Virus espumoso del chimpancé (CFV)

Virus del sarcoma cutineo de Walleye
Epsilonretrovirus

(WDSV)

Tabla 1.2. Clasificacion de los retrovirus

5



Introduccion

1.3. Estructura del virion, organizacion genémica y proteinas del VIH-1.

El examen por microscopia electronica revela que los viriones del VIH-1 son
particulas esféricas de entre 80 y 130 nanémetros, cuya envuelta externa es una bicapa
lipidica en la que se insertan unas espiculas formadas por las glicoproteinas virales,
gp 120 y gp 41, las cudles estan asociadas no covalentemente en la superficie del
virion.

Por debajo, se encuentra la proteina miristilada p17 que forma la matriz, y mas
en el interior un nucleoide, formado por una capside denominada core, constituida por
la proteina p24, que a su vez contiene el material genémico, enzimas virales, (RT,

RNasa H, proteasa) y las proteinas de la nucleocépside p6 y p7 (Fig 1.1).

— Acido ribonucleico
(ARN)

Doble capa lipidica

Transcriptasa
INversa

Proteasa

glicoproteina gp41
glicoproteina gpl20

Figura 1.1 Diagrama esquematico del virion del VIH-1

El virion del VIH contiene dos copias de ARN de cadena sencilla de
aproximadamente 9800 pares de bases (pb) y polaridad positiva. En los primeros
estadios de la infeccion, el ARN gendmico por medio de la RT se convierte en ADN
lineal de cadena doble. La molécula de ADN sintetizada es colineal al molde de ARN.
En el estado de provirus el genoma esta flanqueado por unas secuencias repetidas
largas (LTR, long terminal repeats) (Murphy, Fauquet, and Bishop, 1995) que
participan en la integracion del genoma virico en el genoma de la célula huésped y
que contienen los elementos reguladores de la transcripcion viral y de la

poliadenilacion (Mellors et al., 1996).
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Los genes gag, pol y env codifican las proteinas estructurales y enzimas
virales, componentes esenciales de la particula viral. El producto de la traduccion del
gen gag es la poliproteina precursora Gag. Durante la traduccion, el extremo amino
terminal de esta proteina es miristilado, lo que desencadena su asociacion con la
membrana de la célula infectada. Durante la maduracién virica esta proteina es
procesada por una proteasa codificada por el gen pol dando lugar a la proteina de la
matriz p17, la proteina de la capside p24 y las proteinas de la nucleocapside p6 y p7.
El producto del gen pol es la poliproteina Pol cuyo procesamiento da lugar a las tres
enzimas viricas: la proteasa (pl1), la RT (p66/p51) y la integrasa (p32). El gen pol,
constituye la segunda estructura abierta de lectura del genoma y se superpone al gen gag
en 241 bases. El gen env se encuentra situado en el extremo 3" del genoma y se expresa
como una glicoproteina precursora Gpl60, que es procesada por proteasas celulares
dando lugar a las proteinas de la envuelta Gpl20 (de superficie) y Gp4l
(transmembrana). Los genes tat y rev por su parte codifican las proteinas reguladoras,
encargadas de activar la transcripcion y promover el transporte al citoplasma de los
ARN mensajeros (ARNm) respectivamente. Por ultimo, los genes vif, vpr, vpu y nef
codifican las proteinas accesorias, que si bien en general no son necesarias para la
propagacion del virus en cultivo, su papel in vivo es muy importante ya que participan
activamente en los procesos de localizacion nuclear del complejo de preintegracion,
asi como en la maduracion y liberacion extracelular de los viriones (Figl.2, Tabla

1.3), (Frankel and Young, 1998).
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Figura 1.2: Organizacion genémica del VIH-1. Estructura codificante del genoma del VIH, flanqueada

en los dos extremos por las LTR y maduracion de las proteinas viricas.

Gen

gag

pol

eny

tat

rev

nef

vif

vpr

vpu

Funcién

Proteinas estructurales

P55: precursora de pl7, p24, p15, todas ellas estructurales

P17: Proteina miristilada de la matriz (MA). Favorece el anclaje en la membrana y
dirige al complejo de preintegracion hacia el nicleo. Interacciona con Env

P24: Proteina de la capsida (CA)

P15: Proteina precursora de otras menores de la nudeocapsida (NC): p7. p6 y p1.
P7: Proteina de la nudeocapsida. Se une al ARN viral

P6: Proteina rica en prolinas. que se une a Vpr. Favorece la maduracion del virus
P1 y p2: Fragmentos muy cortos de funcion desconocida que separan p7 y p6.

P90: Proteina precursora de las enzimas proteasa (pl0) transcriptasa inversa (p66,
p51), ribonucleasa H (p15) e integrasa (p31).

P10: Proteasa (PR). Procesa la postraduccion de proteinas

P66, pS1: Dos subunidades de la transcriptasa inversa (RT). Retrotranscriben el ARN
viral.

P15: RNasa H. Presente en la subunidad p66 y no en la p51

P31: Integrasa. Cataliza la transferencia de hebras y la integracion del ADNc.
Gp 160: glicoproteinas precursora de gp 120 y gp 41.

Gp120: glicoproteina de superficie

Gp41: glicoproteina de transmembrana

Proteinas reguladoras

P14: Transactiva la transcripcion de todos los ARNm del VIH

P19: Transporta selectivamente el ARNm completo o procesado parcialmente hacia el
citoplasma

Proteinas accesorias
P27: Aumenta la infectividad del virién y tiene funcion pleiotropica, con multiples
interacciones intracelulares.

Regula a la baja el receptor CD4 y los antigenos (ie histocompatibilidad MHC-I y
MHC-II.

P23: Proteina asociada a la maduracion e infecciosidad del virion

P15: Detiene el ciclo celular en G2. Facilita la entrada al nucleo del complejo de
preintegracion

P16: Presente solo en VIH-1 y en VIS de chimpancés. Aumenta la liberacion de
viriones de la célula infectada. Interviene en la degradacion del CD4.

Tabla 1.3. Resumen de las proteinas estructurales, reguladoras y accesorias del VIH.
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1.2. INFECCION POR EL VIH-1
1.2.1 Ciclo replicativo del VIH

El ciclo de replicacion de los lentivirus se divide en dos fases: fase temprana y
fase tardia. La fase temprana comienza con la unidn del virus a la célula y contintia
con la retrotranscripcion del genoma viral y formacion del provirus integrado en el
genoma celular. La fase tardia comienza después de un periodo de latencia con la
transcripcion del ARN viral a partir del ADN proviral y finaliza con la liberacion de
los viriones de la célula.

Las células T CD4" no infectadas salen del timo como células “naive” y
circulan hasta encontrarse con su antigeno especifico. En ese momento se produce el
proceso de activacion y la célula comienza a proliferar. Una vez eliminado el
antigeno, la mayor parte de las células activadas mueren por apoptosis, las que
sobreviven retornan a un estado de reposo Gy en el cual persisten como células de
memoria capaces de responder frente a subsecuentes encuentros con el mismo
antigeno. El VIH-1 es capaz de infectar células T CD4" en todos los estadios, sin
embargo, la infeccion productiva solo se produce si hay una activacion de la célula T
infectada (Finzi and Silliciano, 1998).

La infeccion productiva por el VIH se inicia mediante la interaccion especifica
entre la glicoproteina Gpl120 de la envuelta viral y el dominio amino-terminal del
receptor CD4 (Rinaldo et al., 1998) (Fig. 1.3). Esta union provoca un cambio
conformacional en la envuelta viral que favorece la interaccion de la Gp120 con el co-
receptor celular CCRS o CXCR4 (receptor de quimioquinas) (Kedzierska et al., 2003)
y la exposicion de dominios de la proteina Gp 41 que llevan a la fusién de la
membrana viral y celular (Koshiba and Chan, 2003). Después de la fusion, la
nucleocapsida del virus se libera al citoplasma y se inicia el proceso de transcripcion
inversa. Durante este proceso, la enzima RT se une al ARN viral y a una molécula de
ARN de transferencia (ARNt) especifico del aminoacido Lisina, que se une a una
secuencia complementaria en el ARN viral y es usado como cebador por la RT.
Primero se sintetiza una hebra de ADN de polaridad negativa y después la hebra
positiva, para formar la molécula de ADN lineal de doble cadena. Este ADN es
transportado al interior del nucleo de la célula, mediante un proceso activo que
depende de la presencia de sefiales de localizacion celular en algunas proteinas virales

que forman parte del complejo de preintegracion. Una vez en el nucleo el ADN lineal
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se integra de forma estable en el genoma de la célula huésped mediante la integrasa

viral, y se forma el provirus (Fig 1.3).
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Figura 1.3: Ciclo de vida del VIH-1. Tomado de (Rambaut et al., 2004)

La iniciacion de la transcripcion del provirus, depende de factores celulares y
virales que interaccionan con las secuencias reguladoras localizadas en la region U3
de la LTR. Estos elementos celulares se unen al promotor viral y aumentan la
expresion genética del VIH-1 en respuesta a la estimulacion celular por diferentes
mecanismos, como citoquinas exogenas, y permiten la formacion y activacion del
complejo transcripcional primario con la ARN polimerasa II celular. El ARN
generado es procesado en el nucleo y transportado al citoplasma con ayuda de la
proteina viral Rev, donde se traduce dando las distintas proteinas virales, que viajan
hasta los centros de ensamblaje para formar los nuevos viriones, que son liberados
mediante un proceso de gemacion a través de la membrana plasmatica (Frankel and

Young, 1998).
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Posteriormente se produce la maduracion del viriéon con ayuda de la proteasa
viral. Estas particulas maduras son capaces de infectar nuevos linfocitos T CD4".

La mayor parte del virus (= 99%) que se detecta en el plasma en cualquier
momento de la infeccién procede de células T CD4" activadas, infectadas
recientemente (Perelson et al., 1997; Perelson et al., 1996). La vida media de estas
células productivamente infectadas es muy corta (1 a 2 dias) y se estima que cada dia
se destruyen entre 10’ y 10® de estas células (Perelson et al., 1996).

Infeccion latente: A diferencia de lo que ocurre en una célula activada, la
infeccion de una célula en reposo, ya sea “naive” o de memoria, no conduce a una
infeccion productiva inmediata debido a un bloqueo del ciclo biolodgico previo a la
integracion del genoma viral en la célula huésped (Bukrinsky et al., 1991; Zack et al.,
1990). A pesar de ello, la retrotranscripcion si puede llegar a completarse (Pierson et
al., 2002). Las células T CD4" “naive” o de memoria con ADN viral no integrado
representan un reservorio latente del virus (latencia preintegracion). Si estas células
son activadas antes de que se degrade el complejo de preintegracion se pueden
producir los pasos que conducen a una infeccion productiva (Bukrinsky et al., 1991;
Spina, Guatelli, and Richman, 1995; Zack et al., 1990) (Fig. 1.4.) Aunque la vida
media de las células de este reservorio es muy corta (1 a 10 dias aproximadamente)
(Pierson et al., 2002; Spina, Guatelli, and Richman, 1995) se calcula que la cantidad
de ADN viral no integrado, es uno a dos 6rdenes de magnitud mayor a la de ADN
proviral (Bukrinsky et al., 1991; Chun et al., 1997a; Gelderblom et al., 2008).

Por otra parte, aunque la mayoria de las células activadas infectadas
productivamente mueren por el efecto citopatico directo del virus, una pequefia
fraccion de estas células sobrevive lo suficiente como para volverse una célula de
memoria que portara un genoma integrado del virus (Chun et al., 1995). Las células T
CD4" de memoria con ADN viral integrado representan el otro reservorio latente
(latencia postintegracion). En el caso de que estas células vuelvan a activarse por un
nuevo encuentro con el mismo antigeno se producirian nuevos viriones (Chun et al.,
1998; Folks et al., 1989; Moriuchi, Moriuchi, and Fauci, 1999; Moriuchi et al., 2000;
Pomerantz et al., 1990) (Fig. 1.4). La importancia de esta forma de latencia radica en
la elevada vida media de las células memoria y por tanto del reservorio. Estudios con
pacientes en terapia antirretroviral han demostrado que virus competentes para la

replicacion pueden ser aislados a partir de células T CD4 " “naive” y de memoria de
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pacientes tratados que han permanecidos avirémicos hasta 3 afios (Chun et al., 1997b;
Finzi et al., 1997; Lambotte et al., 2002; Persaud et al., 2000).

Las estimaciones sobre la vida media de este reservorio son muy diversas y
oscilan entre 6 y 44 meses (Finzi et al., 1999), lo que imposibilita la erradicacion del

virus a pesar del tratamiento antirretroviral.
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++.ﬁ.g I_.‘
33‘**““@@’0 (@-(@)-[6;
T cell "‘#‘ »

Resting
memory Pre-integration Post-integration
e _-_ latency latency

T el

HOROSONORC

Figura 1.4. Dinamica celular de la infeccion de células T CD4" por el VIH-1. El virus es capaz de
infectar células activadas (grandes) y células en reposo tanto “naive” como de memoria (pequeias);
pero la replicacion no ocurre en células en reposo debido a un bloqueo en el transporte al nucleo del
complejo de preintegracion. Células en reposo con ADN viral no integrado representan un reservorio
viral relativamente 1abil (latencia preintegracion). La infeccion productiva requiere la activacion
mediada por antigeno de la célula en reposo recientemente infectada, o mas comunmente, la infeccion
directa de una célula T CD4" activada. Las células productivamente infectadas generalmente mueren al
cabo de 1-2 dias, pero algunas sobreviven el tiempo suficiente como para revertir a un estado de
reposo, estableciendo asi un reservorio mas estable de células T CD4" de memoria con una molécula de

ADN de VIH.1 integrado (latencia postintegracion). Tomado de (Finzi and Silliciano, 1998).
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1.2.2 Historia natural de la infeccion por el VIH-1.

Después de la infeccion primaria, la alta replicacion viral inicial conduce a una
rapida diseminacion del virus en organos linfoides y otros tejidos del paciente
infectado (Grossman et al., 2006). Entre 2 6 3 semanas post-infeccion y asociado con
el desarrollo de una fuerte respuesta celular T citotoxica, que precede a la aparicion de
anticuerpos especificos (Borrow et al., 1997; Jones et al., 2004), se produce una
drastica caida en los niveles de ARN virico en plasma y un restablecimiento del
niimero de células T CD4" (Pilgrim et al., 1997).

Este nivel basal de replicacion viral se denomina set point y varia de un
individuo a otro constituyendo un importante marcador virolégico de progresion de la
enfermedad (Mellors et al., 1995; Mellors et al., 1996). Después de la primoinfeccion,
se inicia la fase clinicamente asintomatica, de duracion variable, entre la infeccion
primaria y el desarrollo del SIDA. Durante el periodo asintomatico de la infeccion, la
replicacion del virus es continua (Embretson et al., 1993; Pantaleo et al., 1993; Piatak
et al., 1993), pero el individuo mantiene una fuerte respuesta inmune frente al virus,
estableciéndose un estado de equilibrio, en el cual la produccion y eliminacion del
virus alcanza valores semejantes (Ho et al., 1995a; Perelson et al., 1996; Silvestri and
Feinberg, 2003; Wei et al., 1995). Como resultado, los niveles de ARN virico en
plasma permanecen estables (Gange et al., 2001; Hubert et al., 2000; Lyles et al.,
1999; O'Brien et al., 1998). Pero el numero de células T CD4" disminuye lentamente
con una tasa media estimada de 25-60 cé¢lulas/ul/ano (Lang et al., 1989) y el virus
invariablemente escapa al control inmune. La ultima etapa de la enfermedad, en
ausencia de tratamiento antirretroviral, se caracteriza por un aumento de la replicacion
del VIH-1 y coincide clinicamente con una marcada disminucién en el nimero de
células T CD4" (< 300 células/ ul) (Goudsmit et al., 2002; Lefrere et al., 1997; Rodes
et al.,, 2004) y una profunda alteracion del estado general del paciente, caracterizada
por la aparicion de infecciones oportunistas graves, ciertas neoplasias y alteraciones

neurologicas (Fig 1.5).
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Figura 1.5 Curso clinico de la infeccion natural por VIH-1. La infeccion primaria se caracteriza por
la presencia de altos niveles de virus en sangre (—), que disminuyen hasta alcanzar un valor
estacionario en la fase asintomatica (Fase 1). La aparicion de sintomas clinicos se ve acompafiada de un
nuevo aumento en los niveles de viremia en sangre que permanecen elevados durante todo el periodo
terminal (Fase 2). El nivel de linfocitos CD4" (—) disminuye durante la infeccion aguda aunque
posteriormente se recuperan alcanzando niveles ligeramente inferiores a los iniciales. Durante la Fase 1
su nivel va disminuyendo paulatinamente, en muchos individuos el inicio de la Fase 2 se acompaiia de
un marcado descenso en el nimero de linfocitos CD4". El nimero de linfocitos CD8" (—) se eleva
durante la infeccién primaria retornando a la normalidad durante toda la Fase 1, solo durante la Fase 2
se produce una disminucién clara en los niveles de linfocitos CDS". Por tiltimo, el nimero de linfocitos
CDS8" especificos frente al VIH-1 () que se ha mantenido constante durante la Fase 1, comienza a
disminuir con anterioridad a la aparicion de sintomas y a partir de este momento desciende rapidamente

a medida que la enfermedad progresa. Tomado de (Levy, 1998).

1.2.3. Patogénesis de la infeccion por el VIH-1

El curso de la enfermedad es muy variable entre pacientes infectados por el
VIH-1 (Haynes, Pantaleo, and Fauci, 1996). La mayoria de los pacientes (80-85%),
denominados progresores crénicos (PC), presentan una evolucion caracterizada por
una progresiva caida del numero de linfocitos T CD4" durante un periodo de 8 a 10
afios, hasta presentar finalmente las enfermedades definitorias de SIDA en ausencia
de tratamiento antirretroviral (Bacchetti and Moss, 1989; Hendriks et al., 1993;
Muiioz et al., 1989).
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Después de la primoinfeccion presentan una disminucion muy marcada de la
carga viral con una importante respuesta de linfocitos T citotoxicos especificos de
virus (CTL) que disminuira progresivamente a lo largo del tiempo.

En una pequefia proporcion de pacientes infectados (10%), denominados
progresores rapidos (PR), el descenso en el niimero de células T CD4" se produce a
una mayor velocidad, entre 2 a 5 afios después de la infeccidon, acompafiado de altos
niveles de ARN virico en plasma que no disminuyen sustancialmente después de la
infeccion primaria (Casado et al., 2001; Khanlou, Salmon-Ceron, and Sicard, 1997).

Por ultimo, existe un pequefio grupo de pacientes infectados (5-10%),
denominados progresores lentos o no progresores a largo plazo (PL o LTNP), en los
que el nimero de células T CD4" se mantiene a niveles normales incluso después de
10 afios de infeccion y suelen presentar un nivel de ARN virico en plasma siempre
bajo (Bello et al., 2005; Buchbinder et al., 1994; Keet et al., 1994; Lefrere et al.,
1997; Sheppard et al., 1993), aunque se ha descrito que un porcentaje de estos
pacientes acaban evolucionando finalmente a SIDA (Goudsmit et al., 2002; Rodes et
al., 2004).

En los ultimos anos, se ha descrito un nuevo subgrupo de pacientes dentro del
grupo de LTNP, denominados “Elite Supressors”, “VIH controllers”, o “Elite non-
progressors”. Se han definido como pacientes no tratados que mantienen la carga viral
por debajo de 50 copias/ml (Deeks and Walker, 2007; Dyer et al., 2008; Hunt, 2009;
Okulicz et al., 2009). Otros autores, definen a este nuevo grupo como aquellos
pacientes infectados durante mas de 10 afios, que presentan mas de un 90% de
determinaciones de carga viral plasmatica por debajo de 400 copias/ml sin terapia
antirretroviral (Lamine et al., 2007), o por debajo de 500 copias/ml (Grabar et al.,
2009). La prevalencia de este tipo de pacientes entre la poblacion infectada por VIH-
1, es dificil de determinar. Estudios en distintas cohortes han mostrado, que estos
supresores de ¢lite, son pacientes raros y representan alrededor del 1% de los
pacientes infectados (Hubert et al., 2000; Lambotte et al., 2005; Madec et al., 2005).
Aunque hay una gran variedad de definiciones en torno a este grupo de pacientes
(Fig.1.6 y Fig.1.7), hay un consenso en cuanto que este grupo de pacientes controla la
replicacion viral de forma espontanea (Baker et al., 2009; Deeks and Walker, 2007;
Mikhail, Wang, and Saksena, 2003; Saez-Cirion et al., 2007b; Saksena et al., 2007).

15



Introduccion

Estos pacientes, por sus caracteristicas representan un modelo natural de
control de la infeccion por el VIH. Por lo tanto, es crucial comprender los factores
virologicos, genéticos e inmunolodgicos, que puedan estar contribuyendo a la

supresion de la replicacion viral que presentan este grupo de individuos.

Long-term nonprogressors

HIV controllers

Figura 1.6: Distribucion LTNP y controladores de elite. Tomado de (Deeks and Walker, 2007)

HIV controller

Elite controller
69

Elite LTNP
25

Figura 1.7: Distribuciéon del grupo de pacientes LTNP de la cohorte francesa. Los numeros
indican el nimero de pacientes en cada grupo. Tomado de (Grabar et al., 2009).
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La historia natural de la infeccion por el VIH-1 varia ampliamente entre los
pacientes infectados. Los factores responsables de esta diversidad estan por
determinar, pero se cree que hay una compleja interaccion de factores virales,
ambientales y del huésped, muchos de los cuales estan comenzando a conocerse y que

estan implicados en el curso de la infeccion (Casado et al.)

a) Factores virolégicos implicados en no progresion.

Atenuacion viral

Aunque los mecanismos de control de la viremia dentro del grupo de LTNPs y
supresores de ¢€lite no estan claros, estudios recientes han sugerido que estos grupos
de pacientes pueden estar infectados con virus defectivos o atenuados que facilitarian
el control de la replicacion viral (Alexander et al., 2000a; Calugi et al., 2006; Deacon
et al., 1995; Huang, Zhang, and Ho, 1998; Iversen et al., 1995; Kirchhoff et al., 1995;
Mariani et al., 1996; Michael et al., 1995; Salvi et al., 1998; Sandonis et al., 2009;
Wang et al., 2003; Yamada and Iwamoto, 2000). Hay evidencias claras de que la
patogenicidad de un aislado viral puede diferir en diferentes pacientes. Esto se
muestra en el estudio de un grupo de individuos infectados a través de una transfusion
sanguinea desde un donador comun. Todos ellos presentaron virus que contenian una
delecion en el gen nef'y todos mantuvieron una viremia baja durante mas de 10 afios
(Deacon et al., 1995). Sin embargo, algunas de estas personas han progresado a SIDA
(Churchill et al., 2006) sugiriendo por lo tanto, que la atenuacion viral a través del gen
nef no permite un control permanente del VIH in vivo. Algunos estudios han descrito
que mutaciones o deleciones en genes accesorios (rev, tat, vif, vpr y vpu), pueden
permitir un control viral y/o inmunologico de la progresion (Alexander et al., 2000;
Hassaine et al., 2000; Kirchhof et al., 1995; Lum et al., 2003; Wang et al., 1996;
Yamada and Iwamoto, 2000). Sin embargo, otros estudios sugieren que algunos
supresores de élite estan infectados con virus patogénicos (Bailey et al., 2007;
Blankson et al., 2007; Miura et al., 2008). En otro estudio se document6 la
superinfeccion de un supresor de élite con otro aislado de VIH-1 y se demostr6é que
mientras este paciente mantenia un control relativo de la carga viral plasmatica, otros
dos pacientes infectados con el mismo aislado, presentaban altas cargas virales

(Rachinger et al., 2008).
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b) Factores genéticos del huésped implicados en la no progresion

Los factores genéticos que influyen en la respuesta inmune especifica de VIH,
asi como los polimorfismos genéticos que afectan a la capacidad de entrada del VIH
en el interior celular parecen tener importantes efectos en la modulacion del control
viral.

Antigenos leucocitarios humanos (HLA)

La respuesta inmune celular especifica estd condicionada por los alelos del
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) del individuo. Varios estudios han
sugerido que alelos especificos en los loci HLA, estarian asociados con diferentes
tasas de progresion de la enfermedad. Esto podria explicarse por la diferente habilidad
de los distintos alelos para presentar de forma eficiente los epitopos virales
inmunodominantes. Los alelos HLA-B57, HLA-B58 y HLA-B27, estan
sobrerrepresentados en pacientes supresores de ¢lite y se han asociado con el control
de la replicacion viral. Esto es probablemente debido a la naturaleza de los péptidos
presentados por estas moléculas, al efecto de las mutaciones de escape en estos
epitopos sobre la eficacia viral y potencialmente a la fuerza y naturaleza de la
respuesta CTL especifica contra estos péptidos (Bailey et al., 2006b; Emu et al., 2008;
Han et al., 2008; Lambotte et al., 2005; Migueles et al., 2008; Migueles et al., 2000;
Pereyra et al., 2008b; Sajadi et al., 2009). Mientras, los alelos HLA-B*5802, HLA-
B18 y HLA-B*3502/03 se han asociado con una pérdida de control y una répida
progresion a SIDA (Carrington et al., 1999b; Gao et al., 2001; Kiepiela et al., 2004).
Ademéas la heterocigosis en los HLA de clase I parece tener un papel protector por
mantener la extraordinaria diversidad alélica de estos genes (Carrington et al., 1999b).

Pese a que se han descrito otros genes humanos que podrian estar implicados
en el control de la replicacién viral, estudios recientes de asociacion de marcadores en
genomas completos reafirman el papel central del HLA en el control del VIH,
confirmando s6lo dos grupos de polimorfismos genéticos asociados con los locus
HLA-B y C (Fellay et al., 2009; Fellay et al., 2007). El primero de ellos esta
localizado en el gen HCPS y la variante asociada presenta un alto desequilibrio de
uniodn con el alelo HLA*B5701. El segundo polimorfismo identificado se localiza en
la region 5°del gen HLA-C, y esta asociado con los niveles de expresion de ARN

mensajero (ARNm) y proteina HLA-C.

18



Introduccion

Receptores de quimioquinas

Los receptores de quimioquinas, principalmente CCRS5 y CXCR4, son
utilizados por el VIH como co-receptores para su entrada en la célula hospedadora
(Alkhatib et al., 1996; Feng et al., 1996). Existen determinadas mutaciones en dichos
receptores que afectan la susceptibilidad de linfocitos y macréfagos a la infeccion por
el VIH y pueden afectar la velocidad de progresion de la infeccion (Dean et al., 1996;
Huang et al., 1996; loannidis et al., 2001; Martin et al., 1998; O'Brien and Moore,
2000; O'Brien et al., 1997; Smith et al., 1997b; Winkler et al., 1998). La mejor
caracterizada es una delecion de 32 pb en el gen que codifica para el co-receptor
CCRS5 (CCR5-A32), (Dean et al.,, 1996; Liu et al., 1996). Esta mutacién fue
identificada en 1996 y se asocio a la resistencia a la infeccion cuando estaba presente
en homocigosis (Ho et al., 1995b; Liu et al., 1996; Markowitz et al., 2003) y a una
reduccion en la velocidad de progresion cuando se hallaba presente en heterocigosis,
(Fellay et al., 2009; Ioannidis et al., 2001). Estudios posteriores han confirmado estos
resultados sugiriendo que la heterocigosis para la mutacion en CCRS disminuye el
numero de co-receptores en la superficie celular disponibles para la entrada del VIH
(Dean et al., 1996; Huang et al., 1996; Katzenstein et al., 1997; Liu et al., 1996;
Stewart et al., 1997). Ademads, se han descrito diferentes polimorfismos en la region
promotora de CCRS, que conducen a una menor expresion de este correceptor en la
superficie de los macrofagos y se ha asociado con una progresion mas lenta de la
enfermedad (Carrington et al., 1999a; Gonzalez et al., 1999). Aunque el efecto del
polimorfismo CCR2-641, el cudl sustituye una Valina por una Isoleucina en el primer
dominio transmembrana del correceptor CCR2, ha sido controvertido, se ha asociado
también con un retraso en la progresion de la enfermedad (Kostrikis et al., 1998;
Smith et al., 1997a).

En los ultimos afios, se han descrito una serie de factores intracelulares del
huésped que reducen la replicacion viral. Entre estos factores destaca la enzima
APOBEC3G, que restringe la replicacion viral. Esta citidina deaminasa, en ausencia
de la proteina viral Vif (proteina que acelera la degradacion de APOBEC3G), es
capaz de inducir una hipermutacion en el ADN producido durante la transcripcion
inversa, mediante la cudl la replicacion viral se ve atenuada (Bishop et al., 2004;

Harris and Liddament, 2004).
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¢) Factores inmunologicos implicados en la no progresion

La observacion de que individuos infectados a partir de un mismo virus
pueden experimentar cursos clinicos muy variables, pone en evidencia la importancia
de los factores del huésped en la modulacion de la velocidad de progresion a SIDA
(Bailey et al., 2008; Liu et al., 1997).

Respuesta inmune celular

La respuesta inmune celular, desempefia un papel importante en el control de
la infeccion por VIH-1 (Borrow et al., 1997; Koup et al., 1994; Phillips et al., 1991;
Price et al., 1997). Los péptidos de patdogenos intracelulares son presentados por
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad tipo I (MHC I) sobre la
superficie de las células hospedadoras. Estos péptidos son reconocidos como
extrafios, y las células infectadas son atacadas por los CTLs para limitar la extension
de la infeccion. Aunque no se ha observado una correlacion entre la frecuencia de
células T CDS8" especificas de VIH-1 y el control de la replicacion viral entre
pacientes supresores de ¢élite y pacientes progresores sometidos a terapia
antirretroviral, el comportamiento de las células T CDS8" en estos dos tipos de
pacientes es claramente diferente (Addo et al., 2003; Dinoso et al., 2008; Hatano et
al., 2009; Migueles et al., 2008). En un andlisis comparativo de la funcion de células
T entre pacientes supresores de élite que presentaban el alelo HLA-B57, y pacientes
sometidos a terapia, se observo que la proliferacion de células T CD8" especificas de
VIH-1 solamente se producia en pacientes supresores de ¢élite (Migueles et al., 2002).
Otros estudios han mostrado, que esta proliferacion es dependiente de la secrecion de
interleucina 2 (IL-2) (Zimmerli et al., 2005) y estd asociada con altos niveles de
actividad telomerasa (Lichterfeld et al., 2008).

Se ha demostrado que los linfocitos T CD8" de pacientes supresores de élite
son capaces de suprimir la replicacion viral en células T CD4" autélogas (Saez-Cirion
et al., 2007a). Esta supresion es dependiente de contacto, y por lo tanto, no puede ser
tinicamente debida a la secrecion de citoquinas. Ademés la pérdida de células T CD8"
especificas de Gag, anula esta actividad (Migueles et al., 2008; Saez-Cirion et al.,
2009). Estudios de pacientes en terapia antirretroviral, han mostrado que sus células T
CD8" no tienen una respuesta proliferativa efectiva, polifuncional o de inhibicion de

la replicacion viral (Migueles et al., 2009).
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Estos estudios han sugerido que esta respuesta cualitativamente superior en
pacientes supresores de élite es la causa, mas que el efecto, del control de la
replicacion viral (Emu et al., 2005; Emu et al., 2008; Pereyra et al., 2008a), aunque la
respuesta de CTL no es suficiente para explicar el control de replicacion viral en este

grupo de individuos.

Escape viral

La aparicion de mutantes de escape capaces de evadir la respuesta inmune
celular y humoral del huésped también ha sido implicada en la inmunopatogénesis de
la infeccion por el VIH-1. Diversos estudios sostienen que los CTL especificos del
virus, juegan un papel importante en el control de la replicacion del VIH-1 (Allen et
al., 2000; Kaslow et al., 1996; Kent, Woodward, and Zhao, 1997; Koup, 1994; Mothe
et al., 2003; Pereyra et al., 2008b; Yant et al., 2006; Zuiiiga et al., 2006), y una amplia
respuesta de CTL especifica de Gag se ha asociado con una baja carga viral y un
mejor curso clinico de la infeccion (Geldmacher et al., 2007; Kiepiela et al., 2007,
Pereyra et al., 2008b; Zuiiga et al., 2006). Sin embargo, la aparicion de mutantes de
escape estd cominmente asociada con fases avanzadas de la enfermedad (Allen et al.,
2000; Draenert et al., 2004; Leslie et al., 2004). Estudios recientes han demostrado
una disminucién de la capacidad de replicacion de virus quiméricos que codifican
para la region génica gag-proteasa derivados de pacientes supresores de ¢élite, y
asociados con distintos HLA de clase I (Miura et al., 2009b). Las mutaciones de
escape frente a HLA en estos pacientes disminuyen la capacidad replicativa viral
(Martinez-Picado et al., 2006; Miura et al., 2009b). El alto coste de eficacia biologica
o fitness de los mutantes de escape se sugiere como la causa de la supresion viral en
estos pacientes. Aunque se han descrito mutaciones compensatorias, que restauran la
eficacia viral tanto en pacientes con progresion de la enfermedad y HLA B57 como en

pacientes supresores de ¢lite (Miura et al., 2009a).

Respuesta inmune humoral.

El papel de la respuesta inmune humoral en la velocidad de progresion de la
infeccion por VIH no estd completamente aclarado. Los anticuerpos neutralizantes se
unen a las proteinas de la envuelta viral para prevenir la interaccion con los receptores

celulares que permiten la entrada del virus en el interior celular.
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En la infeccion por VIH-1, este paso es particularmente importante. Es
interesante determinar si los anticuerpos neutralizantes estdn jugando un papel en el
control de la replicacion viral en pacientes supresores de élite. Multiples estudios han
demostrado que los pacientes supresores de ¢lite tienen un menor titulo de anticuerpos
que pacientes con progresion (Laeyendecker et al., 2008).

En un estudio reciente, donde se compararon supresores de élite, progresores y
pacientes sometidos a terapia antirretroviral (TARGA), se demostrd6 que los
supresores de élite presentan menor titulo de anticuerpos autdlogos (Bailey et al.,
2006d; Li et al., 2007; Pereyra et al., 2008a), sugiriendo que los anticuerpos
neutralizantes no tienen un papel protector en fases tempranas o cronicas de la

infeccion en supresores de élite.

d) Factores exdgenos

Activacion inmune.

La activacién inmune celular es un proceso fundamental para la entrada del
virus en la célula T CD4" y la posterior infeccion productiva. Por tanto, aquellos
factores que interfieran con la activacion del sistema inmune pueden afectar de
manera importante la replicacion viral y la progresion de la enfermedad, revision en
(Lawn, Butera, and Folks, 2001). El papel in vivo de la activacion inmune en la
estimulacion de la replicacion viral se pone de manifiesto cuando un individuo es
transitoria o permanentemente expuesto a un estimulo inmune exdgeno. La co-
infeccion con patdgenos oportunistas tales como Mycobacterium  tuberculosis,
(Goletti et al., 1996; Shattock, Friedland, and Griffin, 1994; Zhang et al., 1995),
Herpex simple (Mole et al., 1997), o Plasmodium falciparum (Xiao et al., 1998), entre
otros, se ha descrito que producen un drastico aumento en el nivel de la carga viral
plasmatica. Por su parte, la inmunizacion de individuos infectados por VIH con
antigenos de la toxina tetanica también conduce a un aumento transitorio pero
sustancial de la viremia plasmatica (O'Brien et al., 1995; Stanley et al., 1996). Se ha
postulado, que la activacion inmune debida a infecciones parasitarias cronicas
aceleraria de igual forma la progresion de la enfermedad, y ello podria explicar la

elevada carga viral y la rapida progresion a SIDA observada en Africa.
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1.3 VARIABILIDAD DEL VIH-1

1.3.1 Generacion de variabilidad

Una de las caracteristicas mas importante de los retrovirus, y en especial del
VIH es su extraordinaria variabilidad genética, debido a que tiene un sistema de
replicacién que comete un gran niimero de errores durante la polimerizacion y a que
no existen mecanismos de correccion. Esta variacion es debida al menos a dos
mecanismos diferentes, la introduccidon de mutaciones y la recombinacion, que tienen

lugar durante el proceso de retrotranscripcion.

Tasa de mutacion de la RT del VIH-1

En el proceso de replicacion del VIH-1, al igual que en el resto de los
retrovirus, intervienen tres sistemas enzimaticos, cada uno con su propio potencial
para introducir errores. Mientras la tasa de mutacion es baja para la ADN polimerasa
celular, las mutaciones incorporadas por la RT viral incluyen sustituciones de
nucleotidos, inserciones y deleciones que producen cambios en la pauta de lectura
(mutaciones frameshift) (Quan et al., 2008). La tasa de mutacion ha sido estimada en
2.4x10” sustituciones/base/ciclo (Mansky, 1996; Mansky and Temin, 1995), lo que
significa que tras una ronda de replicacion por cada 10 copias del genoma progenitor,

entre 3 y 4 copias de media, llevaran una mutacién puntual.

Recombinacion

La recombinacién entre variantes virales constituye otro importante
mecanismo de generacion de variabilidad genética (Jetzt et al., 2000). La tasa de
recombinacion homoéloga para el VIH-1 ha sido estimada en 2 6 3 saltos de cadena
por genoma/ciclo de replicacion (Jetzt et al., 2000; Zhuang et al., 2002). La alta
frecuencia de recombinacion homoéloga observada en los retrovirus, es consecuencia
de la naturaleza diploide del genoma virico. Para que la recombinacion homodloga
ocurra, se requiere la co-infeccion o re-infeccion de una célula por dos virus distintos
y el empaquetamiento de dos genomas viricos distintos en una misma particula viral
(heterocigoto), (Piantadosi et al., 2007; Robertson, Hahn, and Sharp, 1995). El
proceso de transcripcion inversa de estas particulas heterocigotas puede producir
moléculas recombinantes que contengan fragmentos de ambas secuencias genomicas

progenitoras.
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La recombinacion entre virus de distintos grupos y subtipos del VIH-1 ha sido
ampliamente descrita (Fang et al., 2004; McCutchan et al., 2005; Piantadosi et al.,
2007; Robertson, Hahn, and Sharp, 1995). Aunque mas dificil de detectar por analisis
filogenéticos, la recombinacion entre virus pertenecientes al mismo subtipo genético
también se ha descrito (Pernas et al., 2006; Piantadosi et al., 2007; Rousseau et al.,

2007; Streeck et al., 2008; Taylor and Korber, 2005).

Tasa de evolucion del VIH-1

La velocidad de evolucion del VIH-1 (niimero de cambios fijados por unidad
de tiempo) in vivo es unas 10° veces mayor que la de los genomas ADN de
organismos superiores (Gojobori, Moriyama, and Kimura, 1990) y se encuentra
fundamentalmente determinada por la elevada tasa de mutacién por generacion,
resultante tanto de los errores cometidos por la RT, del proceso de recombinacion y
por el alto recambio poblacional. Se estima que cada dia se generan del orden de 10"
a 10" particulas viricas (Perelson et al., 1996; Ramratnam et al., 1999), a la vez que
se destruyen entre 10" y 10® células T CD4" (Ho et al., 1995b; Wei et al., 1995). La
estimacion de la tasa de evolucidon por afio para los genes env y gag del VIH-1 es
aproximadamente de un 0.28% y un 0.19% respectivamente (Korber et al., 2000).
Esta velocidad de evolucion, sin embargo, puede variar de una regiéon gendmica a
otra, siendo el gen pol el mas conservado (Kessler et al., 2001; Pasquier et al., 2001;
Shriner et al., 2006; Yahi et al., 2001) y el gen env el que muestra mayor grado de
variabilidad (Bonhoeffer, Holmes, and Nowak, 1995; Shriner et al., 2006;
Williamson, 2003; Yamaguchi-Kabata and Gojobori, 2000).

1.3.2 Varibilidad del VIH-1 en la poblacion humana

El rango de variabilidad genética descrito para el VIH en la poblacion humana
es muy amplio (Korber et al., 2000; Myers et al., 1996). Mientras que los aislados del
VIH-1 y VIH-2 difieren un 50% en su secuencia nucleotidica, esta divergencia se
reduce hasta un 35% entre aislados de distintos grupos del VIH-1. Para aislados de
distintos subtipos del grupo M la divergencia oscila entre el 20% y el 35%, y dentro
de un mismo subtipo alcanza valores entre el 5% y el 20%. Por ultimo dentro de un
mismo individuo, se han descrito valores de divergencia entre los miembros de la

cuasiespecie que oscilan entre el 1%-10%.
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Diversificacion del VIH-1

La secuenciacion del genoma de diferentes VIH aislados, procedentes de
diversas regiones han demostrado una gran divergencia entre ellos (Butler et al.,
2007). El VIH-1 se ha dividido en tres grupos principales denominados M (“main”),
O (“outlier”) y N (“non-M, non-N”), (Butler et al., 2007). El grupo M es el mas
importante desde un punto de vista epidemioldgico, ya que incluye la mayoria de los
VIH-1 aislados en todo el mundo. Se pueden distinguir 9 subtipos: A, B, C, D, F, G,
H, J, K. La clasificacion en subtipos dentro del VIH-1 se realizo sobre la base de los
datos de secuencias nucleotidicas disponibles de los genes gag y env (McCutchan et
al., 1996). El anélisis filogenético de un amplio numero de aislados del VIH-1, ha
puesto de manifiesto la existencia de genomas “mosaicos” originados por
recombinacion entre diferentes subtipos que se han denominado ‘“formas
recombinantes circulantes” (CRFs). Por su parte, el grupo O, incluye aislados
altamente divergentes del M, obtenidos a partir de pacientes procedentes de Camerun,
Gabon y Guinea Ecuatorial. Aunque originalmente este grupo no se dividio en
subtipos, los datos actuales sugieren que el grupo O presenta una diversidad genética
comparable a la del grupo M, y se observan agrupamientos filogenéticos similares a
los que se establecen entre los diferentes subtipos dentro del grupo M (Yamaguchi et

al., 2002), (Fig 1.8).
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Figura 1.8: Diversidad del VIH-1 grupo M. Relaciones filogenéticas entre subtipos y formas
recombinantes circulantes (CRFs) basadas en las secuencias del gen env (V2-V5) de aislados de
distintas regiones geograficas. El color de las cepas hace referencia al area geografica donde se han

aislado. Tomada de (Butler et al., 2007).

1.4 LA CUASIESPECIE DEL VIH-1 EN EL INDIVIDUO
INFECTADO

Los primeros analisis de aislados virales de un mismo individuo (intra-
paciente) han revelado una extensa variacion bioldgica (Fisher et al., 1988) y genética
(Balfe et al., 1990; Delassus, Cheynier, and Wain-Hobson, 1991; Meyerhans et al.,
1989; Simmonds et al., 1990; Simmonds et al., 1991; Wolfs et al., 1990), que en
algunos casos podia superar incluso la distancia genética entre aislados virales de

distintos individuos (Pedroza Martins, Chenciner, and Wain-Hobson, 1992).
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A nivel poblacional un aislado viral se puede definir mediante una secuencia
consenso o promedio formada por una mezcla compleja de mutantes relacionados que
se diferencian entre si en uno o mas nucledtidos y que se denomina espectro de
mutantes. Esta distribucion de mutantes recibe el nombre de cuasiespecie viral por
analogia con el modelo descrito por Eigen (Eigen, 1971). Su aplicacion a los virus ha
sido un factor fundamental para entender la dinamica de las poblaciones viricas
(Domingo, 1997; Domingo et al., 1996; Holland and Domingo, 1998; Holland, De La
Torre, and Steinhauer, 1992; Wain-Hobson, 1992).

El VIH presenta estructura en cuasisespecies, en la que coexisten distintas
variantes con caracteristicas genotipicas y fenotipicas distintas (Barker et al., 1998;
Sguanci, Bagnoli, and Lio, 2007). De todas las variantes que coexisten en un mismo
individuo en un momento dado, dominaran aquellas con una mayor adaptacion a ese
entorno. Sin embargo, ante la presencia de determinados factores ambientales, como
la respuesta inmunitaria o fArmacos antiviricos, se pueden seleccionar variantes que
en condiciones normales se hallarian en minoria y que pasaran a ser predominantes

La dinamica de cuasiespecies del VIH tiene relevancia para entender el
comportamiento del virus en individuos infectados y para el control de la enfermedad
(Bello et al., 2005; Canducci et al., 2009; Quinones-Mateu and Arts, 2006). El estudio
de la heterogeneidad genética de los virus es importante, ya que se ha demostrado la
relacion de estas variaciones con la mejor o peor evolucion de la enfermedad

(Ganeshan et al., 1997a; Wolinsky et al., 1996).

Esta diversidad viral se ve favorecida por los siguientes factores:

1. Por los largos periodos de replicacion (Butto et al., 1997; Craigo et al.,

2004; Delassus, Cheynier, and Wain-Hobson, 1992; Finzi et al., 1999).

2. El virus tiene un mecanismo de replicaciéon que comete un gran nimero de

errores.

3. Existen grandes tamafos de poblacion viral en los pacientes infectados.

4. Hay un gran recambio de poblacion (1-2 dias) viral en los pacientes

infectados.

Aspectos de la variabilidad genética del VIH pueden influir en su poder
patégeno y virulencia y ser responsables de la aparicion de cepas con una mayor

actividad replicativa, diferente tropismo celular y diferentes rasgos biologicos, como
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puede ser el fenotipo inductor de sincitios y la utilizacion de co-receptores, o bien
cepas con capacidad para evadir la respuesta inmunitaria especifica humoral y celular.

Diversas propiedades de los virus que se aislan de sangre o plasma de
individuos infectados en un momento determinado pueden ayudar a predecir si la
progresion hacia la enfermedad va a ser rdpida o lenta. Asi, la aparicion de variantes
sincitiales, que utilizan el co-receptor CXCR4, se suele asociar con el progreso de la
enfermedad, y precede a un descenso acusado de los linfocitos T CD4" y a un
aumento de la carga viral (Ganeshan et al., 1997b; Shankarappa et al., 1999,
Wolinsky et al., 1996).

Se ha estudiado la evolucioén del VIH-1 en pacientes infectados y el grado de
variacion genética en relacion con la progresion de la enfermedad, estudiando
parametros como la heterogeneidad (la variacion existente dentro de una poblacion) y
la divergencia (la variacidon con respecto a la poblacion viral que inici6 la infeccion) y
se ha establecido que estos dos marcadores virales aumentan con el tiempo de
infeccion, (Bello et al., 2007a; Shankarappa et al., 1999). Se ha sugerido la existencia
de tres fases dentro del intervalo asintomatico, que representan un patron de evolucion
viral durante el curso de la infeccién en PC: una fase temprana de duracion variable,
en la cudl hay un incremento lineal de divergencia y heterogeneidad (1% afio), una
fase intermedia de una duracion aproximada de 1.8 afios, caracterizada por un
continuo incremento de la divergencia, pero con una estabilizacion de la
heterogeneidad, y una ultima fase caracterizada por una estabilizacion de la
divergencia y una continua estabilidad o disminucion de la heterogeneidad (Bello et

al., 2007a; Shankarappa et al., 1999).
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Objetivos

Los objetivos de esta Tesis Doctoral son:

1 Estudio de la Evolucion del virus de Ila
Inmunodeficiencia Humana tipo 1 (VIH-1) en un

grupo de pacientes LTNP ancestrales.
2 Analizar los mecanismos virologicos, genéticos e

inmunoldgicos que estan asociados a la no

progresion en este grupo de pacientes.
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Materiales y Métodos

3.1 Muestras de VIH-1 de pacientes infectados.

Los estudios de evolucion genética del VIH-1, se realizaron en muestras de
pacientes recogidas en el Centro Sanitario Sandoval IMSALUD, perteneciente a la
Consejeria de Sanidad de la Comunidad de Madrid.

Los pacientes analizados en este estudio presentan un periodo asintomatico
superior a 10 afios y son clasificados como pacientes no progresores o Long term non-
progressors (LTNP). Los pacientes analizados pertenecian todos a un tnico grupo de

riesgo, usuarios de drogas parenterales, y nunca habian recibido terapia antiretroviral.

3.2 Obtencion de plasma y células mononucleares de sangre
periférica.

Las muestras de sangre de los pacientes se obtuvieron en presencia de
anticoagulante (Heparina o EDTA), a partir de la cudl se separaron las células
mononucleares de sangre periférica (CMSP) por centrifugacion a 400g durante 45
minutos en gradiente de Ficoll-Hypaque. Tras la centrifugacion se recogieron las
CMSP, se resuspendieron en suero bovino fetal suplementado con 10% dimetil
sulfoxido (DMSO) (Sigma), y se almacenaron en N; liquido (-120°C). El plasma fue

también recogido y almacenado a —70°C.

3.3 Separacion de acidos nucleicos
3.3.1 Acido desoxirribonucleico (ADN)

La obtenciéon de ADN de las CMSP se realizo a partir de aproximadamente
107 células obtenidas por centrifugacion a 453g durante 5 minutos, para eliminar el
medio de congelacion (DMSO), y lavadas con NaCl 137 mM, KCl 2.7 mM, Na,HPO4
8.1 mM, K,HPO4 1.47mM pH 7.4 (PBS). Las células se resuspendieron en 1 volumen
de solucion Tris-HCI 10 mM pH 7.5, EDTA 10 mM, NaCl 0.15 mM, con proteinasa
K (200 pg/ml) y SDS 0.4 %. Tras una incubacion de 1 hora a 65°C y toda la noche a
37°C, se anadi6 1 volumen de Tris HCl 10 mM pH 8.0, EDTA 10 mM, NaCl 0.65 M.
Después se realizaron tres extracciones con 1 volumen de fenol-cloroformo-alcohol
isoamilico (25:24:1) y a continuacion una extraccion con 1 volumen de cloroformo—
alcohol isoamilico (24:1). E1 ADN se precipitd con etanol absoluto y se resuspendié
en Tris-HCI 10 mM-EDTA 1mM (TE 10:1) a una concentracion de 0.3pug/ul

equivalente a 5x10* células/ul.
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3.3.2 Acido ribonucleico (ARN)
La obtencion del ARN desde sobrenadante de cultivo, se realizd6 mediante el
método descrito por Boom y cols (Boom et al., 1990).
Las soluciones utilizadas son las siguientes:
Solucidn de lisis: 120 g de isotiocianato de guanidina (Fluka).
100 ml de Tris —HC1 0.1 M pH6.4.
22 ml de EDTA 0.2 M pH 8.0
2.6 g de Triton X 100.
Solucioén de lavado: 120 g de isotiocianato de guanidina
100 ml de Tris-HCI 0.1 M pH 6.4.

Solucioén de silica: preparada segiin (Boom et al., 1990).

Se incub6 durante 10 minutos a temperatura ambiente una mezcla de 200 ul de
plasma, 900 pl de solucion de lisis y 40 pl de solucion de silica. Se centrifugo la
mezcla a 14.000 r.p.m durante 15 segundos y se obtuvo un sedimento de particulas de
silica que se lavo 2 veces con 1 ml de solucién de lavado, dos veces con 1 ml de
etanol al 70% y una vez con 1 ml de acetona. Tras el Gltimo lavado se incubo la
preparacion durante 10 minutos a 56°C para secar la silica, y se eluyo el ARN en 50
ul de H»O, se incub6 a 56°C durante 10 minutos. Por ultimo, se centrifugd la mezcla a

14.000 r.p.m durante 2 minutos y se recogi6 el sobrenadante.

3.4 Amplificacion y cuantificacion del ADN viral asociado a CMSP.
3.4.1 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) a partir de ADN proviral.

Para amplificar el ADN, se realizaron dos PCR consecutivas a dilucion limite,
de un fragmento de 614 pb desde la region constante C2 hasta la region variable V5
(C2-V5), en la gpl20 del gen env del VIH-1 (nucleétidos 7068-7682 en el clon
HXB2). Para la primera PCR se utilizaron los iniciadores

169U (5'-AATGTCAGCACAGTACAATGTACAC-3") y

96 ED (5'- GCGTCTAGACAATAATTGTCTGGCCTGTACCGT-3").

Para la segunda PCR fueron utilizados los iniciadores

27 ECU (5'-ATAAGCTTGCAGTCTAGCAGAAGAAGA-3")y

167 ED (5"-TTCTCCAATTGTCCCTCATACTCCTCCTC-3").
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La concentracion de desoxinucledtidos (ANTPs) (Pharmacia) fue de 0.125
mM, empledndose 100 ng de cada iniciador y 3.5 unidades de enzima Expand High
Fidelity (Roche) por ensayo.

El volumen de reaccion fue de 50 ul. Para la PCR externa (fragmento de unas
900 pb) se realizaron 35 ciclos de amplificacion con desnaturalizacion a 94°C/5
minutos, 94°C/30 segundos, hibridacion de los primers al ADN molde durante 30
segundos a 58°C y elongacion de las cadenas de ADN durante 2 minutos a 72°C. Para
la segunda PCR (fragmento interno de la primera PCR de unos 630 pb), la elongacion
de las cadenas de ADN se llevo a cabo durante 1 minuto a 72°C, en ambos casos las
amplificaciones se finalizaron con una elongacion de 10 minutos a 72°C. Las
reacciones de amplificacion se realizaron en un termociclador MJ Research modelo
PTC-200. Los productos obtenidos fueron posteriormente analizados en gel de
agarosa 1% en tampon Tris-acetato 45 mM, EDTA 10 mM (TAE). Los iniciadores

utilizados fueron sintetizados por la Unidad de Sintesis de Biopolimeros del ISCIIL.

3.4.2 Cuantificacion del ADN viral asociado a CMPS.
La carga de ADN viral asociada a CMSP fue cuidadosamente cuantificada en
cada muestra como lo describe (Rodrigo et al., 1997). Para ello se utiliz6 el programa

QUALITY (fip://ubik.microbiol. washintong.edu/download/cbu/quality/) que esta basado en el

método de dilucidn limite de la PCR. Con este método, réplicas de diluciones seriadas
de la muestra son amplificadas por PCR y sobre la base de la frecuencia relativa de
amplificaciones positivas en cada dilucion, se hace una estimacion del nimero de
copias de molde en una unidad de volumen de la muestra original. En nuestro estudio
se amplificaron por triplicado un minimo de cuatro diluciones seriadas de cada una de
las muestras. Para la cuantificacion se utilizaron los mismos iniciadores que luego se
emplearon en la amplificacion del ADN viral total. Con este método se cuantifica la
carga de ADN viral total, tanto integrado como no integrado, que estd asociado a
CMSP

Una vez cuantificada la carga de ADN viral asociado a las CMSP, y para
evitar errores de muestreo, las cuasiespecies virales se realizaron por PCR a dilucion
limite a partir de ADN total, utilizando la dilucién de ADN en la cudl el nimero de
PCRs positivas fue inferior al 30%, para obtener las maximas secuencias individuales
presentes en la poblacion viral. Estas amplificaciones son posteriormente purificadas

y secuenciadas.
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3.5 Cuantificacion de ARN viral en plasma.

La viremia o carga viral plasmatica fue determinada en el Centro de Salud
Sandoval utilizando el equipo comercial Amplicor HIV-1 Monitor™ Test (Roche
Diagnostics System, Somerville, NJ), y Versant HIV-1 RNA 3.0 Assay (bDNA),
Siemens, siguiendo las instrucciones suministradas por el fabricante. El limite de
deteccion de este equipo es de 50 copias/ml. Con este método se cuantifica la carga

viral libre, no asociada a células, en el plasma.

3.6 Amplificacion del ARN viral de sobrenadante de cultivo.
3.6.1 Reaccion en cadena de la polimerasa a partir de ARN (RT-PCR).

El ARN viral del sobrenadante de cultivo, se amplifico mediante una RT-PCR.
Para la RT-PCR se utilizo el equipo comercial QiagenStep RT-PCR system (Qiagen)
que permite que la transcripcion reversa y la PCR tenga lugar en un solo paso. Para
ello, se afiadieron 2 ul del ARN, obtenido segun el apartado 3.3.2, a una solucién que
contenia una mezcla de las enzimas Omniscritpt transcrisptasa reversa, Sensiscript
Transcriptasa reversa (ambas son enzimas heterodiméricas expresadas en E.coli) y
HotStarTaqg DNA polimerasa, la mezcla de enzimas contenia 20 mM Tris-HCI, 100
mM KCI, 1 mM dithiothreiol (DTT), 0.1 mM EDTA, 0.5 % (v/v) Nonidet® P-40, 0.5
% (v/v) Tween 20°, 50 % glycerol (v/v), estabilizador a pH 9.0 (20° C), buffer 5X
que contenia Tris-Cl, KCI, (NHy); SO4, 12.5 mM MgCl,, DTT; pH 8.7, 200 ng de
cada uno de los iniciadores y 10 mM de dNTPs. Esta mezcla se llevd a un volumen
final de 50 pl con agua destilada estéril libre de RNasa. La reaccion de RT-PCR se

llevd a cabo mediante.

1) RT: 1X (50 °C 30 min).

2) 1X (95°C 15 min).

3) 35X (94 °C 0.30 min, 55 °C 0.30 min, 72 °C 1 min) ¢ PCR
4) 72°C 10 min).

Mientras que la segunda PCR se realizé siguiendo el protocolo anteriormente
descrito en el apartado 3.4.1. Las reacciones de amplificacion se realizaron en un
termociclador MJ Research modelo PTC-100. Los productos obtenidos se analizaron

en gel de agarosa al 1% en tampon Tris-acetato 45 mM, EDTA 10 mM (TAE).
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Los iniciadores empleados fueron sintetizados por la Unidad de Sintesis de

Biopolimeros del ISCIII y Pharmacia.

3.7 Purificacion y secuenciacion de los productos de la PCR.
3.7.1 Purificacion de los productos de PCR.

Antes de ser secuenciados, los productos de la PCR fueron purificados para
eliminar los restos de los iniciadores, sales, nucle6tidos no incorporados y restos del
enzima, que podrian afectar a la siguiente reaccion de secuenciacion. Para la
purificacion de los fragmentos amplificados se utilizo el equipo comercial “High pure
PCR Product Purification Kit” (Roche Diagnostic), siguiendo las instrucciones
suministradas por el fabricante. El método consiste en la adhesion del ADN por
puentes de hidrogeno a una columna de silica, el ADN retenido en la columna es
lavado y esto permite eliminar distintas sustancias, como sales, proteinas, y otros
contaminantes celulares. Por ultimo el ADN retenido en la columna es eluido por la

adicion de un tampoén estéril de baja concentracion en sales.

3.7.2 Secuenciacion automatica.

Después de purificados, los productos de PCR son secuenciados directamente
con el iniciador 27ECU empleando el equipo comercial “Big DyeTM terminator
Cycle Sequencing v2.0” (Applied Biosystems, Perkim Elmer, Norwalk, Conn.),
siguiendo las instrucciones suministradas por el fabricante. La secuenciacion se
realiza mediante la amplificacion por PCR asimétrica en presencia de los cuatro
dNTPs, marcados cada uno con un colorante fluorescente distinto. La PCR asimétrica
consistio en un primer ciclo de desnaturalizacion a 94°C durante 3 minutos seguido de
25 ciclos de amplificacion segun el siguiente perfil: desnaturalizacion a 94°C durante
30 segundos, hibridacion de los iniciadores al ADN molde a 55°C durante 15
segundos y una etapa de elongacion de las cadenas de 4 minutos a 60°C.

Las reacciones de secuenciacion se llevaron a cabo en un termociclador MJ
Research modelo PTC-200. Los productos obtenidos fueron analizados en un
secuenciador automatico ABI PRISM™ modelo 377 (Applied Biosystesms, Perkin
Elmer, Norwalk, Conn.) por la unidad de Genémoca del ISCIII.
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3.8 Analisis de las secuencias.
3.8.1 Edicion y alineamiento de las secuencias.

Para el andlisis de las secuencias nucleotidicas se utilizd un fragmento de 614
pb, de las regiones C2-V5 de la gp 120 de la envuelta viral. Se intentd conseguir al
menos 20 PCR individuales en dilucion limite de la region C2-V5 del gen env, sin
embargo, no pudimos conseguir 20 PCRs positivas en muchas de las muestras
analizadas, debido al bajo nimero de copias de ADN viral asociado a CMSP presente
en la cuasiespecie. Las secuencias nucleotidicas obtenidas por dilucion limite fueron
inicialmente editadas utilizando el programa SeqMan versién 3.61 (Dnastar Inc,
Madison, Wis) y alineadas con el programa CLUSTAL X wversion 1.8. Los
alineamientos fueron posteriormente editados y corregidos a mano para asegurar un
marco correcto de lectura. Toda posicion en la que no existe informacién completa
para el conjunto de secuencias que forman el alineamiento, “gaps”, fue excluida en
posteriores estudios. Todas las secuencias defectivas que presentaban codones de

parada producidos por hipermutacion o pérdida de fase, fueron también eliminadas.

3.8.2 Analisis filogenéticos

Para realizar los primeros andlisis y a modo de screnning, los arboles
filogenéticos se reconstruyeron por el método del vecino mas proximo (Neighbor-
Joining, NJ), utilizando el programa MEGA 3.0 (Kumar et al., 2001). Las matrices de
distancia se calcularon mediante el modelo Kimura-2 pardmetros, y la robustez
estadistica de los arboles generados se probd mediante un remuestreo de 1000 réplicas
(“bootstrap”). Una vez analizadas todas las secuencias y excluidas las posibles
contaminaciones, los arboles filogenéticos se reconstruyeron por el método de
maxima verosimilitud (“Maximun-Likelihood”, ML), utilizando el programa Phyml v
2.4.1 (Guindon et al., 2005). Los parametros utilizados para la reconstruccion
filogenética representan la media ponderada, segun los pesos asignados por “Akaike
information criterion” (AIC), de todos los valores obtenidos en los posibles modelos
de sustitucion (Akaike, 1974) en Modeltest 3.6 (Posada and Buckley, 2004; Posada
and Crandall, 1998).

La robustez estadistica de los arboles generados se probé mediante un
remuestreo de 1000 réplicas (“bootstrap”). Para enraizar los arboles, se utilizaron
como grupos externos las cepas de referencia HXB2-LAI y el aislado de referencia

del laboratorio, S61 (89ES061) del VIH-1 (http://www.hiv.lanl.gov).
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3.8.3 Calculo de las distancias genéticas

Las distancias nucleotidicas fueron estimadas mediante el método de maxima
verosimilitud (ML) en el programa PAUP4.0b10, utlizando la media ponderada de los
parametros obtenidos por Modeltest 3.6 (Posada and Crandall, 1998). La
heterogeneidad de una cuasiespecie viral, se definido como la distancia genética media
entre todas las posibles comparaciones de pares de secuencias obtenidas de una
misma muestra. La divergencia de la cuasiespecie se defini6 como la distancia
genética media entre todas las secuencias obtenidas de una misma muestra y el
ancestro comun mas reciente del paciente (ACMR). La divergencia anual, se definio
como el incremento medio por afio de la distancia genética de las secuencias de la

cuasiespecie al ACMR de cada paciente.

3.8.4 Reconstruccion del ancestro comiin mas reciente (ACMR).

El ACMR para todas las secuencias nucleotidicas pertenecientes a un mismo
paciente, fue inferido utilizando el programa PAUP4.0b10, a partir del arbol
filogenético reconstruido por el método de ML en el programa PhyML, utilizando los
modelos de sustitucion seleccionados por el programa Modeltest. Este ACMR
representa el nodo a partir del cual se originan todas las secuencias nucleotidicas de

cada paciente.

3.8.5 Analisis de mutaciones

La proporcion de mutaciones sindnimas por sitio sindénimo (dS) y no
sinénimas por sitio no sinénimo (dN), asi como la diferencia entre dN y dS en
secuencias de una misma muestra o de muestras distintas dentro de cada individuo, se
calcularon por el método “p-distance” (1000 réplicas) modificado de Nei y Gojobori
(Nei and Gojobori, 1986) utilizando el programa MEGA version 3.0 (Kumar et al.,
2001).

3.8.6 Secuencias nucleotidicas utilizadas para la construccion de la curva de
datacion.

Las secuencias nucleotidicas de la region variable V3 del gen env de 171
muestras espafolas del subtipo B del VIH-1 fueron obtenidas en nuestro laboratorio
desde 1989 hasta 2003. Las muestras provenian de pacientes homosexuales y usuarios
de drogas intravenosas (UDIV) del Centro Sanitario Sandoval, (CAM, Madrid), del
Hospital Ramoén y Cajal (Madrid) y del Hospital General de Navarra.
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A partir del alineamiento de dichas secuencias, se gener6 una secuencia
consenso espafiola (SCEsp) que incluia el nucledtido més frecuente en cada posicion
como se describié anteriormente (Casado et al., 2000). Al mismo tiempo fue inferido
el ACMR de las secuencias espanolas analizadas (ACMREsp) como se describe en el
apartado 3.8.4.

Las muestras fueron luego agrupadas por su afio de aislamiento y las
distancias genéticas de cada secuencia a la SCEsp o al ACMREsp fueron estimadas
por el método de 2-parametros de Kimura (apartado 3.8.2) y por el método de maxima
verosimilitud (ML). Para estos célculos de distancia genética se utilizd el programa
MEGA 3.0 (Kumar et al., 2001). Por ultimo se represent6 la distancia genética de
cada secuencia nucleotidica (eje de ordenadas), con respecto al afio de obtencion de la
muestra (eje abscisas) (Fig. 4.1). De esta forma se obtuvieron dos ecuaciones de la
recta, una respecto a la SCEsp y otra respecto al ACMRESsp, con las cuales podiamos
estimar el aflo de una secuencia espafiola conociendo su distancia a la SCEsp o al
ACMREsp. Para la datacion de las muestras de cada paciente se utilizoé la secuencia

nucleotidica global.

3.8.7. Analisis de los sitios de N-Glicosilacion.

El analisis del nimero de sitios de N-glicosilacion, se realizé en un fragmento
de 614 pb de la region C2-V5 del gen env de las secuencias nucleotidicas obtenidas a
dilucion limite, asi como en la proteina gp 160 completa de la envuelta viral,

utilizando el programa N- Glycosite (http://www.hiv.lanl.gov) (Zhang et al., 2004).

3.9 AMPLIFICACION Y SECUENCIACION DEL GENOMA
COMPLETO DEL VIH-1 EN PACIENTES LTNP ANCESTRALES.

El ADN proviral fue extraido segiin el apartado 3.3.1, para amplificar y
secuenciar el genoma completo (9250 pb) de los virus presentes en los pacientes
LTNP ancestrales (1, 2, 3, 5, 20 y 56) mediante la siguiente estrategia de
amplificacion. El genoma fue dividido en tres fragmentos y, cada fragmento fue
amplificado entre 3 y 9 veces por nested-PCR a dilucion limite, con la enzima Expand
Hi Fidelity (Roche). La primera PCR amplificé un fragmento de 1807 pb, desde la
region 5'LTR hasta el gen gag.

39


http://www.hiv.lanl.gov/�

Materiales y Métodos

Como iniciadores externos se utilizaron los cebadores: 187U (5'-
CACACACAAGGCTACTTCCCT-3"), desde los nucledtidos 57 a 77 y 147D (5'-
TCTTCTGTCAATGGCCATTGTTTAAC-3"), nucledtidos 2610-2635. Como
inciadores internos se utilizaron los cebadores: 554U (5'-
GTCTCTCTTGTTAGACCAGATCTGAGCCTG-3"), nucledtidos 456-485, 'y
352CsRTD (5-CAGTTCCTTGTCGCTCAGCTCCTGCTTC-3"), nucleodtidos 2211-
2238. Con la segunda PCR se amplifico un fragmento de 3545 pb en la region
comprendida entre los genes pol y vif. Como iniciadores externos se utilizaron los
cebadores: 136PU (5'-AAGAGAGCTTCAGGTTTGGGG-3"), desde el nucledtido
2168 hasta el 2188, y 33TD (5'-CAAGAAATGGAGCCAGTAGA-3"), nucledtidos
5825-5844 y como iniciadores internos se utilizaron los cebadores: 351CsRTU (5°-
GAAGCAGGAGCTGAGCGACAAGGAACTG-3"), nucleodtidos 2211-2238, 552VD
(5"-GCAGTTGTTGCAGAATTCTTATTATGGCTTCC-3"), nucledtidos 5729-5760.
Por ultimo, con la tercera PCR se amplific6 un fragmento de 3906 pb, que
comprendia desde el gen vif hasta la U5 en el extremo 3’del genoma del VIH-1. Los
iniciadores  externos  utilizados  fueron los  siguientes: 294TU  (5'-
ATGGCTTAGGGCAACATATCTATG-3"), nucledtidos 5677-5700, 163USD (5'-
CTGAGGGATCTCTAGTTACCAGAG-3"), nucledtidos  9664-9687.  Como
iniciadores internos se  utilizaron los cebadores: 551vVU (5-
GGAAGCCATAATAAGAATTCTGCAACAACTGC-3"), nucleotidos 5729-5760 v,
555U5 (5'-CCAGAGTCACACAACCGCGGGGCACACACTACT-3"), nucledtidos

9637-9669. Todas las posiciones de los iniciadores estan referidas al clon HXB2.

El perfil de temperaturas para las distintas PCRs fueron las siguientes:

Para la amplificacion del primer fragmento: 1 ciclo a 94°C durante 5 minutos,
10 ciclos a 94°C/30 segundos, 55°C/30 segundos y, 72°C/2 minutos, seguido de 25
ciclos a 94°C/30 segundos, 55°C/30 segundo y 72°C/2minutos, con una extension de 5
segundos por ciclo, y un paso final de 72°C/10 minutos. Para el segundo fragmento
las condiciones fueron inicialmente las mismas, excepto que la temperatura de
hibridacion de los iniciadores fue a 60°C con un tiempo de elongacién de 4 minutos.
Por ultimo, para el tercer fragmento, las condiciones fueron iguales que las
condiciones descritas para el primer fragmento con un tiempo de elongacion de 4

minutos.
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3.10 CULTIVOS CELULARES

3.10.1 Purificacion de células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de
donante sano y separacién de células T CDS".

La separacion de CMSP se realiz6 segtn se describe en el apartado 3.2. Tras la
centrifugacion se recogieron las CMSP, se resuspendieron en medio completo, RPMI
1640 (Bio- Whittaker) suplementado con suero bovino fetal 10%, L-glutamina (2
mM), penicilina (100 unidades/ ml) y estreptomicina (100 mg/ml) (Bio-Whittaker)
(RPMIc), a una densidad de 10° células/ml, y se incubaron toda la noche en la estufa a
37°C, con un 90% de humedad relativa y 5% de CO,. Al dia siguiente, se realizé un
lavado de las CMSP con un buffer fosfato salino pH 7.5 PBS1X/ albimina sérica
bovina (BSA) 0.5% /EDTA 2mM, previamente filtrado y desgasificado (tampdn de
separacion). Posteriormente se procedié a la eliminacion de células T CDS’,
(Magnetic Cell Sorting of Human Leukocytes, CD8 Microbeads) (Miltenyi Biotec),
por seleccion positiva de células T CDS8". Para la separacion, las células fueron
marcadas magnéticamente con anticuerpos monoclonales frente a CD8 (CDS8
Microbeads) y pasadas a través de una columna de separacion magnética. Las células
marcadas CD8" se quedaron retenidas en la columna, mientras que las células no
marcadas (CD8") pasaron a su través. Las células T CDS§" se resuspendiron en un
medio RPMI 1640 completo con (IL-2) (2.5 ng/ ml) y se estimularon con
fitohemaglutinina (PHA-Lectin) (2 pg/ml) durante tres dias, al cabo de este tiempo,
las células fueron directamente utilizadas para los cocultivos celulares, o congeladas

en N; liquido a -70°C para su posterior utilizacion.

3.10.2 Tratamiento de las células de donante con Mitomicina.

En los casos donde las células presentadoras de antigeno (CPA) se utilizaron
para inducir el crecimiento y la expansion de las células T, fue necesario parar su
proliferacion. Esto se realizé incubando las CMSP totales durante 30 minutos con
mitomicina C a una concentracion final de 50ug/ml, seguido de dos o tres lavados en
50 ml de NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, Na2HPO4 1.47 mM pH 7.4 (PBS 1X), por
centrifugacion a 450g durante 10 minutos para eliminar el exceso de mitomicina.
Finalmente se resuspendieron las células en medio RPMI a una densidad de 10’

células/ml, directamente para su utilizacion en los cocultivos celulares, o bien se
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congelaron a -70°C en SFB suplemetado con 10% DMSO para su posterior

utilizacion.

3.10.3 Purificacion de CMSP de paciente LTNP: purificacion de células T
activadas CD4 CD45RO" y de células memoria T CD4°CD45 RO".

La separacion e incubacion de CMSP se realiz6 segun se describe en el
apartado 3.2 y 3.10.1. Posteriormente, la purificacion de células T CD4" totales se
realizd por seleccion negativa (Magnetic Cell Sorting CD4+T Cell Isolation Kit II
human, (Miltenyi Biotec). Las células T no-CD4", T-CDS", T v/5, células B, NK,
células dendriticas, monocitos y eritrocitos, fueron indirectamente marcadas con un
cocktail de anticuerpos monoclonales conjugados con biotina (contra CD8, CD14,
CD16, CD19, CD36, CD56, CD123, TCRA/S y glicoporina A), utilizado como
reactivo primario, y Microbeads conjugadas con anticuerpos anti-biotina como
reactivo secundario. Las células T CD4™ quedaron retenidas en la columna magnética
del separador, mientras que las células T CD4" no marcadas pasaron a su través.

Posteriormente se realizd una purificacion de las células T CD4 CD45RO" y
TCD4 CD45RO™ mediante seleccion positiva de las células memoria (Magnetic Cell
Sorting of Human Leukocytes CD45RO Microbeads, Miltenyi Biotec). Las células
memoria, fueron marcadas magnéticamente con CD45RO Microbeads y quedaron
retenidas en la columna magnética, mientras que las células T CD4 CD45RO" pasaron
a su través. La eficiencia del marcaje, es dependiente del nivel de expresion del
antigeno CD45RO. La pureza de las poblaciones celulares enriquecidas fue analizada

mediante citometria de flujo.

3.10.4 Marcaje, fijacion y analisis de las poblaciones celulares purificadas por
citometria de flujo.

Las alicuotas recogidas después de cada purificacion fueron lavadas en
tampon de separacion, centrifugadas a 453g durante 3 minutos, € incubadas con 20 pl
de los siguientes anticuerpos (Ac) especificos: anti-CD4 conjugado con ficoeritrina
(PE), anti-CD8 conjugado con fluoresceina de isotiocianato (FITC) y, anti- CD45
conjugado con aloficocianina (AFC). En todos los casos se realizaron en paralelo
incubaciones de las células con Ac del mismo isotipo como control negativo de

especificidad.
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La mezcla se incub6 en oscuridad durante 30 minutos a temperatura ambiente
(TA), tras la incubacién se lavod el exceso de Ac con tampdn de separacion. Las
células fueron fijadas en una solucion de paraformaldehido al 1% en PBS. Las
muestras fueron conservadas a 4°C hasta su analisis.

La adquisicion y el analisis de los resultados se realizaron en un citometro de
flujo FACSCalibur (Becto Dickinson, Mountain View, California, EEUU), utilizando
el programa de inmunocitometria CellQuest (Becton Dickinson).

El nimero minimo de eventos adquiridos para validar el ensayo fue de 20.000

células por muestra.

3.10.5 Co-cultivo de células purificadas de pacientes ancestrales con CMSP de
donante sano.

Las células purificadas T CD4 CD45RO" y T CD4'CD45RO" de los pacientes
fueron puestas en RPMI con IL-2 (2.5 ng/ml), y cocultivadas con 10x10° CMSP de
donante sano previamente tratadas con Mitomicina C (apartado 3.10.2). EI cultivo fue
estimulado con PHA-Lectin (2 pg/ml) e incubado a 37° C toda la noche. A las 24
horas, se centrifugo el cultivo a 300g 10 minutos a 4°C para eliminar la PHA-lectin y
se afiadio 1x10° de CMSP CDS§" estimulados con PHA-lectin durante tres dias. El
medio de cultivo fue cambiado dos veces por semana y alimentado con 1x10° de
CMSP CD8 pre-estimulados. Cada tres dias se analiz6 la presencia de antigeno p24

en el sobrenadante de los cultivos mediante un ELISA.

3.10.6 Medida del antigeno p24 del VIH-1 en sobrenadante de cultivo por ELISA
La medida del antigeno (Ag) p24 se realizdo mediante un test inmunologico in
vitro para su determinacion cualitativa en suero o plasma humanos, asi como en
sobrenadantes de cultivo celular. Este inmunoensayo de electroquimioluminiscencia
“ECLIA” estd concebido para su empleo en los analizadores automaticos Roche

Elecsys 2010 y en el modulo Elecsys Modular Analitics E170 (Roche Diagnostics).
El procedimiento de ensayo incluye los siguientes pasos:

1) Incubacion del Ag p24 del VIH presente en 50 pl de muestra, con un
anticuerpo monoclonal biotilinado especifico contra el Ag p24 del VIH,
dicho Ab estd marcado con quelato de rutenio formando un complejo tipo

“sandwich”.

43



Materiales y Métodos

2) Después de incorporar las microparticulas recubiertas de estreptavidina, el
complejo formado se fija a la fase solida por interaccion entre la biotina y
la estreptavidina.

3) La mezcla de reaccion es trasladada a la célula de lectura, donde, por
magnetismo, las microparticulas se fijan temporalmente a la superficie del
electrodo. Los elementos no fijados se eliminan posteriormente con el
reactivo ProCell. Al aplicar una corriente eléctrica definida se produce una
reaccion quimioluminiscente cuya emision de luz se mide directamente
con un fotomultiplicador.

4) El software Elecsys procesa automaticamente los resultados comparando la
sefial electroquimioluminiscente obtenida de la muestra con el valor

umbral obtenido previamente en la fase de calibracion del AgVIH.

3.11 Analisis de la concentracion de -2 Microglobulina en plasma.

La concentracién de B-2 Microglobulina en el plasma de los pacientes, fue
determinada mediante el ELISA comercial “8-2 Microglobulina EIA” (DRG
Internacional, Inc., USA), siguiendo las instrucciones suministradas por el fabricante.
Es una prueba de enzimo-inmunoensayo indirecto para la detecion de B-2

Microglobulina. El procedimiento del ensayo consta de los siguientes pasos:

1) Las muestras de suero y una serie de controles estandar se distribuyen en
los pocillos de la microplaca recubierta de Ac anti Beta-2-Microglobulina
humana. La Beta-2-Microglobulina presente en el plasma se fija al Ac
inmovilizado en la fase solida.

2) Después de 30 minutos de incubacion a TA, se lavan los pocillos y se
afladen Ac anti-Beta-2-Microglobulina humanas conjugados con
peroxidasa.

3) A los 15 minutos de incubacion a TA se detecta la presencia de la enzima
inmovilizada en la fase solida mediante la reaccion producida por la
adicion del sustrato correspondiente.

4) Al cabo de otros 15 minutos de incubacion a TA, la reaccidon enzimatica se
para mediante adicion de acido clorhidrico 1M. La lectura se realiza en un

espectrofotometro a 450/620 nm.
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Con las absorbancias obtenidas de la lectura de los estdndar de concentracion
conocida, construimos una curva patrén e interpolamos las concentraciones de Beta-
2-Microglobulina presente en las muestras de los pacientes. Para determinar el
aumento o disminucidon de los niveles de Beta-2-Microglobulina en los pacientes,
utilizamos el valor medio de 1.02 pg/ml obtenido usando este kit en un set de 37

muestras de pacientes no infectados por VIH-1 (Bello et al., 2005).

3.12 Analisis de la respuesta inmune humoral anti-VIH-1

La presencia de Ac anti VIH-1 en el plasma de los pacientes, fue medida con
el equipo comercial “Genscreen HIV '2 Version 27, (Bio-Rad), siguiendo las
instrucciones suministradas por el fabricante. Es una prueba de enzimo-inmunoensayo
indirecto para la deteccion de anticuerpos especificos frente a antigenos purificados
del VIH (proteina gp-160/p25 recombinante y péptidos de los epitopos
inmunodominantes de las glicoproteinas de la envuelta).

El ensayo incluye los siguientes pasos:

1) Las muestras de suero y una serie de sueros control se distribuyeron en los
pocillos de la microplaca recubierta de antigenos. Si existe en el suero Ac
anti VIH-1 se fijaran al Ag inmovilizado en la fase solida.

2) Después de 30 minutos de incubacion a 40°C, se lavaron los pocillos y se
afiadid Ac anti-IgG e IgM humanos conjugados con peroxidasa.

3) Al cabo de otros 30 minutos de incubacion a 40°C, se detecto la presencia
de la enzima inmovilizada en la fase solida, mediante la adicion del
sustrato correspondiente.

4) Después de una incubacion de 30 minutos a TA, la reaccion enzimatica se
par6 por adicion de 4cido sulftrico 4N y, se realizo la lectura en un
espectrofotometro a 492/620 nm.

Con las absorbancias obtenidas en la lectura de una muestra a distintas
diluciones, construimos una curva patron e interpolamos el titulo de Ac, el cual fue
definido como el inverso de la dilucion maés alta del suero que da un resultado
positivo. En nuestros analisis hicimos una dilucién inicial de 1/64 de suero y, a partir

de ésta se hicieron siete diluciones seriadas 1/4.
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3.13 Caracterizacion del genotipo CCRS A-32.

El andlisis del genotipo CCR5 A-32 se realizO mediante PCR en el ADN
obtenido a partir de CMSP (Michael et al., 1997). La reacciéon de amplificacion
produjo un fragmento génico de 225 nucleétidos para el alelo salvaje, y uno de 193

nucledtidos para el alelo CCRS A-32, los cudles fueron separados sobre un gel de

poliacrilamida al 8% en Tris borato 45 mM, EDTA 10mM (TBE).

3.14 Determinacion de marcadores genéticos. Tipado de

Antigenos Leucocitarios Humanos (HLA).

El tipado de los HLA que presentan los pacientes LTNP ancestrales, se realizo
por secuenciacion y el analisis de Polimorfismos de nucledtidos unicos (SNP) se
realiz6 mediante hibridacidon con sondas TagMan a lo largo del genoma. Las variantes
genéticas del huésped, fueron elegidas a partir de los andlisis realizados en estudios
previos (Fellay et al.,, 2009; Fellay et al., 2007). Se analizaron las asociaciones
descritas de los alelos HLA-A, HLA-B y HLA-C con la progresion o la proteccion de la
enfermedad, la asociacion del alelo HCP5 1s2395029, la variante el alelo HLA-C
(rs9264942), asi como los polimorfismos CCR5432 (rs333), CCR2 V641 (rs1799864),
CCRS A29G (rs285675), CCRS G208T (rs2734648), CCRS5 G303A (rs1799987),
CCRS5 C627T (rs1799988), CCRS5 C927T (rs1800024) que definen los haplotipos
humanos (HH), asi como el numero de copias de CCL3LI. (Tabla 4.5). El tipado se
realizd en el Instituto de Microbiologia del Centre Hospitalier Universitaire Vaudois

(Lausanne-Suiza), en colaboracion con el laboratorio del Dr.Amalio Telenti.

3.15 ANALISIS ESTADISTICOS

Los calculos estadisticos sobre los datos obtenidos se realizaron con el
programa Graph Pad PRISM version 2.01 (Graph Pad Software Incorporated),
excepto el Z-test, utilizado para comparar las diferencias entre dN y dS, para el cual
se utilizo6 el programa MEGA version 2.4 (Tamura et al., 2007). La prueba estadistica

utilizada se indica en cada caso.
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4.1 PACIENTES LTNPs

4.1.1 Definicion y Clasificacion de los pacientes LTNPs

El estudio que presentamos se va a centrar en el analisis de la evolucion viral
de un grupo de pacientes LTNPs. La evolucion viral fue analizada a partir del ADN
proviral obtenido de CMSP, en un fragmento de 614 nucle6tidos de la region C2-V5
del gen de la envuelta (ver apartado 3.4.1). Los LTNPs se definen como pacientes
infectados por VIH-1 que se caracterizan por presentar una infecciéon documentada de
mas de 10 afos de evolucion, son asintomaticos a pesar de no haber recibido nunca
terapia antirretroviral. Estos pacientes representan entre el 1-5% de los individuos
infectados (Paroli et al., 2001).

Debido a que estudios previos ya demostraban que este grupo de pacientes
presentaba individuos con distintas caracteristicas clinicas y distinta evolucion de sus
cuasiespecies virales, lo primero que nos propusimos fue intentar clasificar el grupo

de pacientes LTNPs (Bello et al., 2004)

4.1.1.1 Datacion de las secuencias virales:

La datacion de las secuencias virales, es una herramienta de analisis descrita
previamente por nuestro grupo de investigacion (Bello et al., 2004), que nos permite
datar las secuencias nucleotidicas presentes en las cuasiespecies de los pacientes
infectados, como medida de la evolucién viral transcurrida desde la seroconversion.
Este método de datacion, se basa en la existencia de un reloj molecular en la
evolucion del VIH-1. Esta aproximacion se ha utilizado para datar el origen de la
pandemia (Korber, Sharp, and Ho, 1999), el origen de epidemias locales (Casado et
al., 2000; Robbins et al., 2003), o el momento de transmision entre pacientes (Casado
et al., 2007; Leitner and Albert, 1999). Este analisis se realiz6 con las secuencias
nucleotidicas de muestras obtenidas desde el afio 1989 hasta el afio 2003. En esta
aproximacion, calculamos no solo la distancia genética de las muestras a la secuencia
consenso espafiola (SCesp) sino también al ancestro comin mas reciente espaiol
(ACMRESsp) como se describe en el apartado 3.8.6. A partir del alineamiento de estas
secuencias, se generdo una SCesp que incluye el nucleétido mas frecuente en cada
posicion (Casado et al., 2000). Nuestro grupo, utilizando un analisis de regresion
lineal, detect6 una correlacion positiva entre el afio de obtencion de la secuencia viral

y la distancia genética a la secuencia consenso espafola (SCesp) o al ACMResp.
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Como se observa en la figura 4.1, aunque existe una gran dispersion de los
valores, se confirma una correlacion positiva entre el afio de obtencion de la muestra 'y
la distancia genética tanto a la SCEsp (r’=0.1933 pendiente=0.005473; P<0.0001)
como al ACMREsp (r’=0.1912; pendiente= 0.005766; P<0.0001). En ambas
regresiones, la pendiente de la curva representa la tasa media de divergencia anual de
las secuencias nucleotidicas espafolas para la region V3 del gen env. La interseccion
con el eje de abscisas identificaria el inicio de la epidemia en Espafia y se corresponde
con el ano 1976. Este dato seria compatible con el primer caso de SIDA descrito en

Espafia en el afio 1981 (http://www.msc.es/sida).

CURVA DE DATACION

0.30-
_ X A CONSENSO
2 0.25- vy v ACMR264
s v
= 0.20- M
D
=
g 0.15-
-C—Ql
2 0.10-
S
-5 0.054

0.00- I ] ] I I I I

19721976 1980198419881992 199620002004 2008
ANO

p=10.545 + 0.086 % mutaciones / sitio.afo
Inicio de la epidemia 1977 (1968-1981)

p=0.575 % 0.091 % mutaciones / sitio.afio
Inicio de la epidemia 1975 (1965 - 1980)

Figura 4.1: Divergencia genética en la regién V3 del gen env en funcion del afio de aislamiento de
la muestra. Este estudio se realiz6 para un conjunto de 171 secuencias espafiolas del subtipo B de
pacientes con distintas practicas de riesgo y origen geografico. La distancia nucleotidica (D) a la SCesp
y la distancia al ACMResp fue calculado por el método de ML. Las muestras fueron tomadas entre los
afios 1989 y 2003, y cada punto en la regresion representa la secuencia nucleotidica obtenida de un
paciente. Las flechas sefialan la interseccion con el eje de abscisas que indican el afio de origen de la
epidemia en Espafia, 1977 para la SCesp y 1975 para el ACMR esp
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Basandonos en los analisis de las distancias genéticas a la SCEsp o al
ACMRESsp, pudimos datar las secuencias globales de los pacientes LTNPs como se
describe en el apartado 3.8.6 y pudimos establecer la existencia de dos grupos

diferenciados de pacientes dentro de los LTNPs.

4.1.1.2 Clasificacion de los pacientes LTNPs segin la datacion de las
secuencias nucleotidicas.

Teniendo en cuenta la datacion de las secuencias virales presentes en la
cuasiespecie, descrita en el apartado anterior, hemos podido clasificar nuestros
pacientes LTNPs en ancestrales y modernos (ver tablas 4.1 A y 4.1.B). Hemos
definido los pacientes LTNP ancestrales, como aquellos pacientes donde solo se
detectaron secuencias de ADN proviral que se encontraban préximas a la fecha de
seroconversion del paciente. El grupo de pacientes LTNP modernos es aquel donde la
fecha de datacion de las secuencias nucleotidicas coincidia o se encontraba cercana a

la fecha de obtencion de la muestra (Bello et al., 2005).

PACIENTES LTNP ANCESTRALES

Pacientes | Afio de Aislamiento® | Afio Seroconversion® | Datacion® | VIH-ARN (copias/ml) a4
LTNP 1 2001-2005 <1990 1981 248
LTNP 2 2001-2003 1987 1984 118
LTNP 3 2002-2007 1988 1982 <50
LTNP S 2002-2006 1986 1983 241
LTNP 17 2004-2006 1997 1998 <50
LTNP 20 2004-2005 1988 1984 69
LTNP 21 2005-2006 1992 1987 <50
LTNP 56 1998-2006 1989 1982 621

Tablas 4.1.A Clasificacion de los pacientes LTNPs en funcién de la datacion. a) Afio de
obtencion de la muestra, b) Afio de seroconversion documentada o estimada del paciente, ¢) Afio de
datacion de las secuencias nucleotidicas globales mediante el calculo de la distancia a la SCesp descrita
en el apartado anterior, d) Carga viral media a lo largo del seguimiento calculada a partir de las
determinaciones de carga viral positiva segun el limite de deteccion del equipo comercial disponible
Amplicor HIV-1 Monitor ™ Test (Roche Diagnostic Systems, Somerville, NJ) y, Versant HIV-1 RNA
3.0 Assay (bDNA), Siemens, (<500 copias y < 50 copias/ml) respectivamente.
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PACIENTES LTNP MODERNOS

Aiio de VIH-ARN

Pacientes . . . Ajio Seroconversion ® Datacion ¢ . B

Aislamiento (copias/ml)
LTNP 4 2003 1992 2002 1218
LTNP 7 2001 1987 2001 704
LTNP 10 2003 1991 2003 4704
LTNP 12 2003 1986 2000 2898
LTNP 14 2003 1999 2003 28256
LTNP 19 2004 1988 2004 9886
LTNP 30 2000 1988 1999 14179
LTNP 45 1998 1987 2000 628
LTNP 64 2002 1985 1999 17105

Tablas 4.1.B Clasificacion de los pacientes LTNPs en funcion de la datacion. a) Afio de
obtencion de la muestra, b) Afio de seroconversion de cada paciente, c) Afio de datacion de las
secuencias nucleotidicas globales mediante el calculo de la distancia a la SCesp descrita en el apartado
anterior, d) Carga viral media a lo largo del seguimiento calculada a partir de las determinaciones de
carga viral positiva segin el limite de deteccion del equipo comercial disponible Amplicor HIV-1
Monitor ™ Test (Roche Diagnostic Systems, Somerville, NJ) y, Versant HIV-1 RNA 3.0 Assay
(bDNA), Siemens, (<500 copias y < 50 copias/ml) respectivamente.

4.2 ESTUDIO DE PACIENTES LTNP ANCESTRALES

Esta Tesis se va a centrar en analizar la evolucion del VIH-1, en el grupo de 8
pacientes LTNP ancestrales descrito en el apartado anterior. Las muestras fueron
obtenidas en el Centro de Salud Sandoval, perteneciente a la Consejeria de Sanidad de
la Comunidad de Madrid. Todos los pacientes analizados en el presente trabajo son o
fueron UDIV. Analizaremos las caracteristicas virologicas, inmunologicas y genéticas
que los diferencian del resto de pacientes LTNPs, asi como, la posible correlacion de

estas caracteristicas con su status clinico.

4.2.1 Analisis de las caracteristicas clinicas de los pacientes LTNP ancestrales:
carga viral, niimero de células T CD4" y T CDS§".
La carga viral plasmatica, asi como el nimero de linfocitos T CD4" y T CD8"

se analizo a lo largo de todo el seguimiento de los pacientes ancestrales (Anexo, Tabla

1.
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Exceptuando algunos brotes de viremia, la carga viral plasmatica, presente en
los pacientes es inferior a 1000 copias/ml de plasma (Tabla 4.2 y Fig 4.2), y en los
pacientes LTNP 3 y LTNP 21 se encuentra por debajo del limite de deteccion de la
técnica (<50 copias/ml). El analisis estadistico de la carga viral plasmatica entre los
pacientes LTNP ancestrales, demostr6 que no existian diferencias significativas,
utilizando un analisis de varianzas (ANOVA; p-valor 0.5833). Esta baja carga viral
(Tabla 4.2 y Fig 4.2), hace suponer que los virus de los pacientes LTNP ancestrales

no esta replicando o lo esta haciendo a muy bajo nivel.

Media carga VIH-1 ADN
N° Muestras en el Determinaciones de p
Pacientes viral (copias/10”)
seguimiento Carga Viral Positivas * b

(copias/ml) CMSP*¢
LTNP 1 15 11 (73%) 248+100 4
LTNP 2 8 3 (37%) 118445 3
LTNP 3 15 0 NA 2.0
LTNP 5 14 5 (35%) 241+111 2
LTNP 17 8 0 NA 1
LTNP 20 9 4 (44%) 69.5+£7.9 55
LTNP 21 8 0 NA 8.5
LTNP 56 28 7 (25%) 621+254 2

Tabla 4.2: Caracteristicas virologicas de los pacientes. Se indica el nimero de muestras analizadas
en cada paciente a lo largo de todo el seguimiento, a) nlimero de determinaciones con carga viral
superior al limite de deteccion del momento, b) media de la carga viral por paciente en las
determinaciones positivas + error standar, c) Carga media de ADN viral asociado a CMSP. NA: No

aplicable.

Esta baja carga viral detectada en los pacientes LTNP ancestrales se
correlaciona con una reduccion significativa de diversos marcadores de activacion del
sistema inmune, como el numero de células T CDS8", la concentracion de B-2
microblobulina en plasma, o el titulo de Ac especificos frente a VIH-1. (Anexo, Tabla
1). El nimero medio de copias de ADN viral asociado a CMSP, que representa una
cuantificacion del reservorio viral, es muy bajo y se encuentra entre 1 y 4 copias/10°
CMSP para todos los pacientes con excepcion de los pacientes LTNP 20 y LTNP 21
que presentan 55 y 8.5 copias/10° respectivamente (Tabla 4.2).
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Analizando el numero de células T a lo largo del seguimiento en estos
pacientes, podemos observar, que todos los pacientes LTNP ancestrales presentaban
un nimero medio de células T CD4" superior a 500 células/ul, exceptuando dos
determinaciones del paciente LTNP 21 (Fig 4.2).

El cociente CD4'/CD8" es superior a 1 en todos los pacientes excepto en los
pacientes LTNP 1y 5 que presentaban un cociente CD4/CD8" menor que 1 como se
observa en la figura donde todas las determinaciones del nimero de linfocitos T CD8"

. . ) . . +
son superiores siempre al nimero de linfocitos T CD4 .
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EVOLUCION DE LA CARGA VIRAL PLASMATICA Y NUMERO DE
CELULAS T CD4'Y T CDS8 A LO LARGO DEL SEGUIMIENTO
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Figura 4.2: Niveles de la carga viral y nimero de linfocitos T CD4" yT CD8 en pacientes LTNP
ancestrales. La carga viral plasmatica (copias ARN/ml) se representa en el eje izquierdo, y el nimero
de linfocitos T CD4 " y TCDS" (células/pl) en el eje derecho de cada grafico. Las representaciones se

refieren al tiempo post seroconversion representado en el eje de abscisas. Las flechas representan las
muestras que han sido utilizadas para el analisis de la evolucion viral en cada paciente. Los simbolos
vacios representan medidas de carga viral con un limite de deteccion de la técnica de 500 copias/pl.

Los niimeros de identificacion de cada paciente se sitian en la parte superior izquierda de cada grafico.
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La dindmica de células T CD4" y TCDS8" a lo largo del seguimiento de los
pacientes se analizé mediante un analisis por regresion lineal del porcentaje de células
T para determinar si habia un aumento o disminucion significativa en el numero de
células. Los resultados se muestran en las Figuras 4.2.1 y 4.2.2. El anélisis estadistico
del niimero de células T CD4" no fue significativo en la mayoria de los pacientes, y
no se detectd disminucion o aumento de este tipo celular a lo largo del seguimiento.
En el LTNP 56 detectamos un aumento significativo de células T CD4 a lo largo del
seguimiento (p=0.0341) que se corresponde con una ganancia de un 0.3% de células T
CD4" al afio (Fig 4.2.1). Por el contrario, en los pacientes LTNP 1 y LTNP 5
detectamos una pérdida de células T CD4" (0.98 y 0.66% al afio respectivamente),
que fue significativa a lo largo del seguimiento (p<<0.001 y p<0.004 respectivamente).

De la misma manera, el analisis por regresion lineal del porcentaje de células
T CD8", mostré6 un aumento significativo en el numero de células en el paciente
LTNP 1 (p=0.0088), y una ganancia anual de células T CD8" del 0.6%. Sin embargo,
detectamos una pérdida significativa en el nimero de células en los pacientes LTNP 5
y LTNP 56 (p=0.0004 y p<0.0001) que se corresponde con una una pérdida de células
T CDS8" anual del 0.32 y 0.35% respectivamente (Fig 4.2.2). Estos resultados ya
sugieren que los pacientes ancestrales no son un grupo homogéneo y que mientras un
grupo de pacientes mantiene un equilibrio entre ganancia y pérdida de células T
(LTNP 2, 3, 17, 20, 21 y 56), el otro grupo de pacientes (LTNP 1 y 5), ha perdido
dicho equilibrio, y sigue la dinamica de los pacientes con progresion cronica. Asi el
paciente LTNP 1 va perdiendo células T CD4" y gana células T CDS8" a lo largo del

seguimiento, mientras que el paciente LTNP 5 pierde ambos tipos celulares.
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DINAMICA DE CELULAS T CD4" A LO LARGO DEL TIEMPO
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Figura 4.2.1: Analisis por regresion lineal del niimero de células T CD4" en pacientes ancestrales

a lo largo del seguimiento. En el eje de ordenadas de cada grafico se representa el % de células T

CD4" El ntimero de identificacion de los pacientes se encuentra en la parte superior de cada grafico.

En rojo, se muestra el valor de la pendiente en los pacientes donde es estadisticamente significativa.
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DINAMICA DE CELULAS T CD8" A LO LARGO DEL TIEMPO
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Figura 4.2.2: Analisis por regresion lineal del nimero de células T CD8 en pacientes ancestrales
a lo largo del seguimiento. En el eje de ordenadas de cada grafico se representa el % de células T
CD8" .El néimero de identificacion de los pacientes se encuentra en la parte superior de cada grafico.

En rojo, se muestra el valor de la pendiente en los pacientes donde es estadisticamente significativa.
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4.2.2 Analisis filogenético de pacientes LTNP ancestrales

Para estudiar la evolucion viral en los pacientes LTNP ancestrales, se llevo a
cabo un andlisis filogenético de las secuencias nucleotidicas obtenidas a dilucion
limite (ver apartado 3.4.2), mediante la amplificacion de un fragmento de 614
nucledtidos de la region C2-V5 del gen env (nucledtidos 7068 a 7682 del HXB2). Se
intento obtener al menos 20 PCR individuales en cada muestra, como se describe en
el apartado 3.4.2, sin embargo, esto no fue posible en muchas de las muestras
analizadas, debido al bajo numero de copias de ADN viral asociado a CMSP (Tabla
4.4). Las secuencias fueron editadas y alineadas seglin se describid en el apartado
3.9.1. Se emplearon distintos métodos filogenéticos para la reconstruccion con
resultados concordantes (ver apartado 3.8.1).

A continuacion, se presentan los arboles filogenéticos reconstruidos por el
método de ML. Los modelos de sustitucion nucleotidica fueron seleccionados de
acuerdo con la aproximacion estadistica obtenida por el “Akaike information
criterion” (AIC) (Akaike 1974) implementado en Modeltest (version 3.6; David
Posada http://www.darwin.uvigo.es) (ver apartado 3.8.2). Los arboles filogenéticos
fueron inferidos usando el programa Phyml v.2.4.1. La robustez estadistica de los
arboles generados se probd mediante un remuestreo de 1000 réplicas por el método de
“bootstrap”. Todos los arboles fueron generados sin raiz, por lo que se utilizaron
como grupos externos las cepas de referencia HXB2-LAI (IIIB) y S61 (89ES061) del
VIH-1, (http://www .hiv.lanl.gov), con excepcion del paciente LTNP 5, en el que dada
la complejidad de la reconstruccion, fue necesario incluir como grupos externos cepas
de referencia de otros subtipos, A y D (Fig 4.2.10B).

Los arboles filogenéticos de los pacientes LTNP ancestrales se presentan en
las figuras 4.2.3 a 4.2.10. El andlisis de las secuencias nucleotidicas obtenidas para
cada paciente forman grupos monofiléticos con altos valores de remuestreo (>90%)
con excepcion del paciente LTNP 5 donde el valor de bootstrap, al utilizar como
grupo externo la cepa de referencia del subtipo B es del 52% (Fig 4.2.10A).

A partir del andlisis filogenético hemos podido detectar dos topologias de
arboles claramente diferenciadas. En la primera topologia incluimos los pacientes
LTNP 2, 3, 17, 20, 21 y 56 (Fig 4.2.3-4.2.8), que se caracteriza por presentar unos
arboles filogenéticos con ramas muy cortas y muy cercanas a su ACMR, indicando
que eran poblaciones virales muy homogéneas, que no progresaban con el tiempo,

independientemente del afio de obtencion de la muestra.
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Fig.4.2.3: Evolucion de la cuasiespecie viral del paciente LTNP 2 entre los afios 2001 y 2003. El
arbol filogenético fue reconstruido por ML, como se describe en apartado 3.9.2, en la region C2-V5 del
gen env con las secuencias nucleotidicas obtenidas de CMSP. Se incluyen las cepas de referencia S6/ y
LAI como grupos externos. Los niimeros en los nodos indican los valores de remuestreo obtenidos en el
analisis de bootstrap con 1000 réplicas y solo se representan valores mayores del 70%. El color de cada
secuencia hace referencia al afio de obtencion de la muestra. La flecha indica el ACMR para todas las

secuencias obtenidas del paciente. Las secuencias en los circulos sefialan las secuencias con mas
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arbol filogenético fue reconstruido por ML, como se describe en apartado 3.9.2, en la region C2-V5 del
gen env con las secuencias nucleotidicas obtenidas de CMSP. Se incluyen las cepas de referencia S6/ y
LAI como grupos externos. Los ntimeros en los nodos indican los valores de remuestreo obtenidos en el
andlisis de bootstrap con 1000 réplicas y s6lo se representan valores mayores del 70%. El color de cada
secuencia hace referencia al afio de obtencion de la muestra. La flecha indica el ACMR para todas las
secuencias obtenidas del paciente. Las secuencias en los circulos sefialan las secuencias con mas

evolucion. La barra representa un 1% de distancia genética.
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Fig.4.2.5: Evolucién de la cuasiespecie viral del paciente LTNP 17 entre los aiios 2004 y 2005. El
arbol filogenético fue reconstruido por ML, como se describe en apartado 3.9.2, en la region C2-V5 del
gen env con las secuencias nucleotidicas obtenidas de CMSP. Se incluyen las cepas de referencia S67 y
LAI como grupos externos. Los niimeros en los nodos indican los valores de remuestreo obtenidos en el
analisis de bootstrap con 1000 réplicas y s6lo se representan valores mayores del 70%. El color de cada
secuencia hace referencia al afio de obtencion de la muestra. La flecha indica el ACMR para todas las

secuencias obtenidas del paciente. La barra representa un 1% de distancia genética.
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Fig.4.2.6: Evolucion de la cuasiespecie viral del paciente LTNP 20 entre los afios 2004 y 2005. El
arbol filogenético fue reconstruido por ML, como se describe en apartado 3.9.2, en la region C2-V5 del
gen env con las secuencias nucleotidicas obtenidas de CMSP. Se incluyen las cepas de referencia S6/ y
LAI como grupos externos. Los niimeros en los nodos indican los valores de remuestreo obtenidos en el
andlisis de bootstrap con 1000 réplicas y s6lo se representan valores mayores del 70%. El color de cada
secuencia hace referencia al afio de obtencion de la muestra. La flecha indica el ACMR para todas las
secuencias obtenidas del paciente. Las secuencias en los circulos sefialan las secuencias con mas

evolucion. La barra representa un 1% de distancia genética.
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Fig.4.2.7: Evolucién de la cuasiespecie viral del paciente LTNP 21 entre los afios 2005 y 2006. El
arbol filogenético fue reconstruido por ML, como se describe en apartado 3.9.2, en la region C2-V5 del
gen env con las secuencias nucleotidicas obtenidas de CMSP. Se incluyen las cepas de referencia S6/ y
LAI como grupos externos. Los niimeros en los nodos indican los valores de remuestreo obtenidos en el
analisis de bootstrap con 1000 réplicas y solo se representan valores mayores del 70%. El color de cada
secuencia hace referencia al afio de obtencion de la muestra. La flecha indica el ACMR para todas las
secuencias obtenidas del paciente. Las secuencias en los circulos sefialan las secuencias con mas

evolucion. La barra representa un 1% de distancia genética.
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Fig.4.2.8: Evolucion de la cuasiespecie viral del paciente LTNP 56 entre los afios 1998 y 2005. El
arbol filogenético fue reconstruido por ML, como se describe en apartado 3.9.2, en la region C2-V5 del
gen env con las secuencias nucleotidicas obtenidas de CMSP. Se incluyen las cepas de referencia S67 y
LAI como grupos externos. Los niimeros en los nodos indican los valores de remuestreo obtenidos en el
andlisis de bootstrap con 1000 réplicas y so6lo se representan valores mayores del 70%. El color de cada
secuencia hace referencia al afio de obtencion de la muestra. La flecha indica el ACMR para todas las
secuencias obtenidas del paciente. Las secuencias en los circulos sefialan las secuencias con mas

evolucion. La barra representa un 1% de distancia genética.
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La segunda topologia encontrada en el andlisis filogenético, pertenece a los
pacientes LTNP 1 y LTNP 5 (Fig 4.2.9-4.2.10). La caracteristica comtn es la
presencia de ramas de mayor longitud y mas alejadas del ACMR, asi como la
identificacion de grupos o “clusters”de secuencias que se agrupan con altos valores de
remuestreo dentro del arbol. Este tipo de topologia es caracteristico de virus con mas
evolucion, aunque no se observa una continuidad en la evolucion viral, ya que las
variantes virales que estan circulando en un momento dado no son el origen de las
variantes detectadas en momentos inmediatamente posteriores (Fig 4.2.9, 4.2.10A y
4.2.10.B), y se distribuyen a lo largo de todo el arbol. Esta topologia de arboles es
compatible con el modelo de evolucion atemporal de las cuasiespecies virales descrito
por (Bello et al., 2007a).

El analisis filogenético inicial que se llevo a cabo en el paciente LTNP 5, (Fig
4.2.10A) muestra que los valores de remuestreo que agrupan todas las secuencias
nucleotidicas dentro de este paciente son los més bajos que hemos encontrado dentro
de los pacientes LTNP ancestrales descritos en esta Tesis (52%), lo que podria estar
indicando que este paciente posiblemente se infectd con dos virus.

Debido a la complejidad de la topologia del arbol filogenético y para intentar
clarificar si el paciente LTNP 5 estaba infectado por mas de un virus, fue necesario
volver a reconstruir el arbol filogenético incluyendo en el andlisis cepas de referencia
de los subtipos A y D. Como se puede observar en la Fig 4.2.10 B, aunque en esta
reconstruccion el valor de remuestreo para todas las secuencias obtenidas del paciente
ha aumentado a un 71%, este valor sigue siendo excesivamente bajo y se encuentra
lejos de los valores obtenidos para el resto de los pacientes, lo que no nos permite
descartar una doble infeccion en este individuo.

Este arbol se caracteriza por la presencia de dos poblaciones virales
claramente diferenciadas, donde una poblacion se encuentra mas alejada del ACMR
(poblacion A), indicando mayor evolucidn, y otra poblacién mas proxima al ACMR
(poblacion B) y por lo tanto menos evolucionada (Fig 4.2.10B). Las secuencias 5.6.46
y 5.6.27, no pueden ser incluidas en ninguno de los dos grupos anteriores, y
constituirian una tercera poblacion que ha sido excluida de los posteriores andlisis por
el bajo nimero de secuencias que la integran. El bajo nimero de secuencias utilizadas
en la reconstruccion filogenética, se debe a la presencia de un alto nimero de
secuencias no funcionales, debido a paradas prematuras, que representan el 60 % de la
cuasiespecie, originadas por mutaciones G—A en el aminoacido triptofano,

probablemente ocasionadas por hipermutacion.
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Fig.4.2.9: Evolucion de la cuasiespecie viral del paciente LTNP 1 entre los aiios 2001 y 2005. El
arbol filogenético fue reconstruido por ML, como se describe en apartado 3.9.2, en la region C2-V5 del
gen env con las secuencias nucleotidicas obtenidas de CMSP. Se incluyen las cepas de referencia S67 y
LAI como grupos externos. Los niimeros en los nodos indican los valores de remuestreo obtenidos en el
analisis de bootstrap con 1000 réplicas y so6lo se representan valores mayores del 70%. El color de cada
secuencia hace referencia al afio de obtencion de la muestra. La flecha indica el ACMR para todas las
secuencias obtenidas del paciente. La secuencia encuadrada representa la secuencia Unica obtenida a
partir de una extraccion de ARN viral de sobrenadante de cultivo La barra representa un 1% de

distancia genética.
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Fig.4.2.10 A: Evolucion de la cuasiespecie viral del paciente LTNP 5 entre los afios 2002 y 2006.
El arbol filogenético fue reconstruido por ML, como se describe en apartado 3.9.2, en la region C2-V5
del gen env con las secuencias nucleotidicas obtenidas de CMSP. Se incluyen las cepas de referencia
S61 y LAI como grupos externos. Los niimeros en los nodos indican los valores de remuestreo
obtenidos en el andlisis de bootstrap con 1000 réplicas y solo se representan valores mayores del 70%.
El color de cada secuencia hace referencia al afio de obtenciéon de la muestra. La barra representa un

1% de distancia genética.
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Fig.4.2.10 B: Evolucion de la cuasiespecie viral del paciente LTNP 5 entre los aiios 2002 y 2006.

El arbol filogenético fue reconstruido por ML, como se describe en apartado 3.9.2, en la region C2-V5

del gen env con las secuencias nucleotidicas obtenidas de CMSP, junto con las cepas de referencia S6/,

LAl 'y ELI D y una cepa de subtipo A como grupos externos. Los nimeros en los nodos indican los

valores de remuestreo obtenidos en el andlisis de bootstrap con 1000 réplicas y s6lo se representan

valores mayores del 70%. El color de cada secuencia hace referencia al afio de obtencion de la muestra.

La flecha indica el ACMR para todas las secuencias obtenidas del paciente. La barra representa un 1%

de distancia genética.
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4.2.3 Heterogeneidad y Divergencia de las cuasiespecies virales.

Ante los resultados obtenidos en la reconstruccion filogenética, decidimos
analizar los parametros de heterogeneidad y divergencia virales, para determinar si
estos parametros podian diferenciar los dos modelos de evolucion que reflejan dichos
arboles.

La heterogeneidad de la cuasiespecie viral, se defini6 como la distancia
genética media entre todas las posibles comparaciones de pares de secuencias dentro
de una misma muestra. Esta heterogeneidad fue analizada en el ADN viral
proveniente de CMSP segun se describe en el apartado 3.8.3.

La divergencia de una cuasiespecie viral, se definié como la distancia genética
media entre todas las secuencias obtenidas de una muestra al ACMR segun se

describe en los apartados 3.8.3 y 3.8.4.

4.2.3.1 Pacientes sin evolucion viral: LTNP 2, 3,17, 20, 21 y 56

Como se puede observar en la tabla 4.4, los pacientes LTNP 2, 3,17, 20, 21 y
56 presentan una heterogeneidad cercana o inferior al 1% en todas las muestras
analizadas. Sin embargo, en los pacientes LTNP 3 y LTNP 21, a pesar de detectarse
estos bajos valores de heterogeneidad viral, observamos un incremento en la
heterogeneidad de las cuasiespecies virales entre la primera y la ultima muestra
analizadas, que fue estadisticamente significativo, utilizando el test estadistico de
Bonferroni con (p<0.0001). Este incremento de heterogeneidad coincidié con un
aumento de la divergencia viral en el paciente LTNP 21 que no fue estadisticamente
significativo, utilizando el test anterior. En el resto de los pacientes, mediante el
analisis de la distancia genética al ACMR de cada paciente (divergencia) pudimos
observar que esta distancia era muy baja (Tabla 4.4 y Fig 4.3.A), manteniéndose
constante y alrededor del 1% en todos los pacientes, con la excepcion del paciente
LTNP 21 que presentaba una divergencia media de un 2.5 %. En los pacientes LTNP
2,3, 17,20 y 56 no se observaron cambios apreciables en los valores de divergencia
media de las cuasiespecies virales entre el inicio y el final del periodo de seguimiento
(p>0.05). Este resultado es consistente con la hipotesis de que los virus de este grupo
de pacientes LTNP ancestrales no estan evolucionando y probablemente no lo hayan

hecho desde la primoinfeccion.
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A pesar de esto, pudimos detectar también una minoria de ramas de mayor
longitud en los pacientes LTNP 2, 3, 20, 21 y 56 que presentan una mayor distancia al
ACMR, y que podrian indicar evolucion viral con respecto al indculo que caus6 la
primoinfeccion, o infeccidn con mas de una variante virica (Abrahams et al., 2009);
estas secuencias estan representadas en los arboles filogenéticos de cada paciente
contenidas en los circulos.

En el paciente LTNP 2, las secuencias que evolucionan son la 2.1.15 y 2.1.18
y presentan una divergencia media al ACMR de 1.9%. En el paciente LTNP 3, la
secuencia que evoluciona es la 3.5.59, con una distancia media al ACMR de 5.6%. En
el paciente LTNP 20, las secuencias que evolucionan son la 20.1.36 y la 20.2.7, con
una distancia media al ACMR de 5.8% En el paciente LTNP 21 las secuencias
evolucionadas son la 21.5.16, 21.5.3 y 21.4.57 con una divergencia al ACMR de 5.4,
4.8 y 2.8% respectivamente y por ultimo en el LTNP 56, hemos encontrado 10
secuencias idénticas, identificadas inicamente en la muestra 56.11, que presentan una
divergencia al ACMR de 2.4 % y cuya aparicion podria ser el resultado de una
expansion clonal.

Estos pacientes presentarian un modelo de evolucion viral caracterizado por la
existencia de una estasis evolutiva de la cuasiespecie viral, donde el virus no acumula
mutaciones a lo largo del tiempo, lo que se traduce en cuasiespecies virales muy
homogéneas y con pequefias tasas de divergencia a pesar de los largos periodos de
evolucion (Tabla 4.4). A pesar de todo, los valores maximos de divergencia
encontrados en todos los pacientes LTNP ancestrales, estan lejos de los valores que
cabria esperar para virus que han estado evolucionando en periodos superiores a 10 6

20 anos.
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CARACTERISTICAS VIROLOGICAS DE LOS PACIENTES LTNP ANCESTRALES

Resultados

VIH-
Pacientes | Muestra Ao Ao Datacién” RNA VIHDNA Heterogeneidad® | Divergencia®
muestra | Seroconversion® (copias/10%)*
copias/ml°
LTNP 1 1.2 Feb-03 <1990 1981 <50 3 3.4+0.1 2.2+0.3
1.3 Mar.04 NA NA
14 Sep-05 112 4.6 4.8+0.2 4.1+0.4
Media 3.8 4.1 31
LTNP 2 2.1 Nov-01 1987 1984 53 2.75 1.240.1 1.440.07
2.2 Oct-02 1984 <50 2.3 0.4+0.01 1.3+0.04
2.3 Nov-03 1984 <50 3.2 0.5+0.02 1.34£0.04
Media 2.75 0.7 1.3
LTNP 3 3.2 Feb-03 1988 1982 <50 1.0 0.7+0.03 1.3+0.03
33 Oct-03 1980 <50 1.61 0.4+0.05 1.0+0.04
34 Abr-04 1980 <50 1.2 0.3+0.05 1.3+0.1
3.5 Ene-05 1980 <50 43 1.3£0.1 1.4+0.2
Media 2.0 0.6 1.2
LTNP 5 5.1 Jun-02 1986 1980 <50 2.55 5.8+0.5 4.0+0.9
5.2 Abr-03 1994 <50 1.0 5.3+1.0 5.5+1.0
5.3 May-04 1991 <50 1.6 5.3+0.4 5.24+0.8
5.4 Dic-05 1985 <50 1.6 5.7+1.0 4.1£1.0
5.6 Oct-06 1982 <50 2.6 5.440.2 4.0+0.5
Media 1.87 5.5 4.5
LTNP 17 17.1 May-04 1997 1998 <50 1.3 1.0+0.05 1.2+0.2
17.2 Nov-04 1998 <50 1.0 1.2+0.09 1.0+0.2
17.3 Oct-05 1998 <50 0.6 0.7+0.03 0.6+0.2
Media 0.9 0.9 0.9
LTNP 20 20.1 Oct-04 1988 1983 51 75.6 0.06+0.0 1.3+0.1
20.2 Jun-05 1983 <50 29.8 0.01+0.0 1.1+0.07
20.3 Nov-05 1983 <50 59.6 0.1+0.0 1.34£0.20
Media 55 0.05 1.2
LTNP 21 21.2 May-05 1992 1995 <50 7.2 0.3+0.04 2.4+0.16
21.4 Jun-06 1995 <50 12.8 1.4+0.1 2.1+0.83
21.5 Dic-06 1995 <50 5.6 3.0+0.4 2.9+0.10
Media 8.5 1.5 2.5
LTNP 56 56.1 Jun-98 1989 1980 1343 1.2 0.5+0.08 0.7+0.1
56.3 Feb-99 1980 <500 0.5+0.02 0.4+0.03
56.4 Feb-00 1980 <50 2.2 0.08+0.02 0.2+0.03
56.6 Jul-01 1980 <50 0.3+0.014 0.5+0.03
56.7 Abr-02 1980 <50 1.3 0.2+0.03 0.4+0.03
56.11 Nov-04 1984 <50 2.69 0.9+0.12 2.1+0.3
56.13 Jun-05 1980 <50 1.2 0.15+0.01 0.3+0.03
Media 1.7 0.4 0.6

Tabla 4.4: Caracteristicas clinicas de los pacientes LTNP ancestrales. Se presentan tinicamente los

datos de las muestras analizadas. a) Afio de seroconversion, b) Afio de datacion de las secuencias

virales, ¢) carga viral (copias/ml), d) carga de ADN asociado a CMSP (copias/ 10° células), e) %

Heterogeneidad media de la cuasiespecie viral, d) %Divergencia media de la cuasiespecie viral con

respecto al ACMR.
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EVOLUCION DE LA HETEROGENEIDAD Y DIVERGENCIA EN LOS
PACIENTES ANCESTRALES SIN EVOLUCION VIRAL
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Fig 4.3 Evolucion de la heterogeneidad y la divergencia viral (respecto al ACMR) durante el
periodo de seguimiento de los pacientes sin evolucion viral. En el eje de ordenadas se representa la

distancia genética media, y en el eje de abscisas se representa el tiempo de seroconversion en afios.
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4.2.3.2 Pacientes con evolucion viral: LTNP 1y 5§

El analisis de la heterogeneidad de la cuasiespecie viral en el paciente LTNP 1
es de 3.4% y 4.8% en las dos muestras analizadas (las muestras 1.1 y 1.3C, no se
incluyeron en este analisis debido a que solo disponiamos de 2 y 1 secuencia de ADN
viral respectivamente Fig 4.2.9). En el paciente LTNP 5, a pesar de presentar los
valores mas altos de heterogeneidad y divergencia, éstos se mantuvieron constantes
durante el seguimiento entre los afios 2002 a 2006. Si analizamos la heterogeneidad
(Tabla 4.4 y Fig 4.4.A) de las cuasiespecies virales en conjunto (Fig 4.2.10 A), ésta va
oscilando entre el 5.8% en la primera muestra analizada hasta un 5.4% en la Gltima
muestra. Por el contrario, si analizamos las dos poblaciones virales presentes en el
paciente LTNP 5 individualmente, podemos observar (Tabla 4.3 A y B, Fig 4.2.10 B,
y Fig 4.4.B), que en la poblacion A tanto la heterogeneidad como la divergencia
fluctuan al azar, aumentando y disminuyendo con el tiempo, tipico de un modelo de
evolucion atemporal de las cuasiespecies virales, mientras que en la poblacion B, los
valores de heterogeneidad fluctia entre 1-2%, mientras que los valores de divergencia
se mantienen constantes a lo largo de todo el seguimiento, (Fig 4.2.10 B y 4.4.B),

caracteristico de virus que carecen de evolucion viral.

A) Poblacion A B) Poblacion B
Muestras | Heterogeneidad | Divergencia Muestras | Heterogeneidad | Divergencia
2002 5.0+0.6 6.5+0.9 2002 2.240.8 2.9+0.1
2003 2.9+0.3 8.9+0.7 2003 0.3+£0.0 2.9+0.2
2004 3.3+04 8.8+0.2 2004 1.3+0.5 2.4+0.4
2005 4.6+0.0 7.2+0.6 2005 0.0+0.0 2.7+0.0
2006 5.0+0.4 6.840.5 2006 0.940.1 2.7+0.0

Media 4.1 7.6 Media 0.9 2.7

Tabla 4.3 A y B: Heterogeneidad media de la cuasiespecie viral y divergencia media de la

cuasiespecie viral con respecto al ACMR en las dos poblaciones descritas en el paciente LTNP S.

Los valores de divergencia media de las cuasiespecies virales en el paciente
LTNP 1, fue de 3.1% (Tabla 4.4). En este paciente se detectd un incremento en la
heterogeneidad de sus cuasiespecies virales (3.4-4.8%), entre la primera y la ultima
muestra analizadas, que fue estadisticamente significativo, utilizando el test
estadistico de Bonferroni (p<0.0001), que coincidié con un aumento significativo de

la divergencia al ACMR (2.2-4.1%), (p=0,0032).
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Este aumento de divergencia es claramente inferior a la tasa de divergencia
descrita para el VIH en la epidemia espanola, que se encuentra alrededor del 0.5%

anual (Casado et al., 2000).

EVOLUCION DE LA HETEROGENEIDAD Y DIVERGENCIA EN LOS
PACIENTES ANCESTRALES MAS EVOLUCIONADOS
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Figura 4.4 Evolucion de la heterogeneidad y la divergencia viral (respecto al ACMR) durante el
periodo de seguimiento de los pacientes que presentan “evolucion” de la cuasiespecie viral. En el
eje de ordenadas se representa la distancia genética media, y en el eje de abscisas se representa el
tiempo de seroconversion en afos. A) Evolucion de la heterogeneidad y la divergencia viral de los
pacientes LTNP 1 y LTNP 5. B) Evolucion de la heterogeneidad y la divergencia viral de las dos
poblaciones virales presentes en el paciente LTNPS se representan como LTNP5A y LTNPSB.
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4.2.4 Analisis de los valores dN y dS en las cuasiespecies virales.

Para evaluar si los distintos modelos de evolucién que presentan los pacientes
ancestrales reflejan también una diferencia en el tipo de mutaciones que se
acumulaban en las poblaciones virales, decidimos analizar los valores medios de
acumulacion de mutaciones dN y dS a lo largo del tiempo (apartado 3.8.4). En cada
paciente, se utilizd la secuencia reconstruida del ACMR como base para la
comparacion del resto de las secuencias nucleotidicas pertenecientes a un mismo
individuo. El andlisis de regresion lineal de los valores de dN y dS, para las
cuasiespecies de cada uno de los pacientes estudiados a lo largo del seguimiento se
representa en la figura 4.5. Este andlisis no mostré diferencias significativas de los
valores de dN y dS a lo largo del tiempo en ninguno de los pacientes analizados, con
excepcion del nimero de mutaciones dN en el paciente LTNP2, que mostrd una
pendiente significativamente negativa, (p=0.0119). De la misma manera, observamos
una disminucién marginalmente significativa (p valor=0.099, 1’=0.9757) en las
mutaciones dN en el paciente LTNP 17.

Aunque no existe una acumulacion de mutaciones dN y dS a lo largo del
seguimiento con respecto al ACMR, el analisis conjunto de todas las secuencias
nucleotidicas obtenidas de un mismo individuo pone de manifiesto una mayor
acumulacion de mutaciones dN. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 4.6,
y podemos observar que todos los pacientes, con excepcion del paciente LTNP 17,
presentan un mayor numero de mutaciones no sindnimas que sindonimas, y esta
diferencia entre los valores de dN y dS es significativa en todos los pacientes, excepto
en el paciente LTNP 1.

Estos resultados indican que la minima divergencia observada con respecto al
ACMR en estos pacientes, se debe fundamentalemente a la acumulacion de
mutaciones no sindnimas, y que esta acumulacion se ha producido con anterioridad al

inicio del estudio.
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Numero medio de mutaciones presentes en las cuasiespecies virales de pacientes

LTNP ancestrales a lo largo del seguimiento
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Figura 4.5. Analisis de regresion lineal del nimero medio de mutaciones con respecto al tiempo.
Se representa el porcentaje del nimero de mutaciones dN (en rojo) y dS (en azul) por sitios sindonimos

y no sinoénimos ( p-distance) a lo largo del periodo de seguimiento de cada paciente.
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Analisis de los valores medios de mutaciones sinonimas y no sinonimas en
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Figura 4.6 Numero medio de mutaciones sinénimas y no sinénimas. Se representa el porcentaje del

nimero de mutaciones dN y dS por sitios sindnimos y no sinénimos (p-distance) para el conjunto de

las cuasiespecies de cada paciente
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4.2.5 Analisis de Sitios de Glicosilacion en la region C2-VS del gen de la envuelta

Como la mayoria de los sitios de glicosilacion (17-25), estdn concentrados en
la region C2-V5 del gen de la envuelta, y debido a la importancia funcional de los
glicanos en la patogénesis del VIH-1, elegimos esta region para estudiar los patrones
de glicosilacion presentes en los virus de los LTNP ancestrales que se presentan en
esta Tesis. Analizamos los sitios de glicosilacion presentes en ADN viral de los 8
pacientes LTNP ancestrales a lo largo de tiempo, usando el programa N-Glycosite
(Los Alamos HIV Database). Asi pudimos identificar entre 9 (LTNP 3) y 14 (LTNP
56) sitios de glicosilacion en las envueltas de los virus en los distintos pacientes (Fig
4.7). Para analizar la evolucion de los sitios de glicosilacion a lo largo del tiempo,
analizamos el numero de sitios presentes en cada una de las muestras obtenidas de los
pacientes LTNP ancestrales (Fig 4.7).

Como se observa en la figura 4.7, los sitios de glicosilacion, se mantuvieron
constantes en el tiempo en los pacientes LTNP 5, 17, 20 y 21, encontrandose
pequenas variaciones en el resto de los pacientes. El analisis estadistico de Kruskal-
Wallis entre las cuasiespecies de cada uno de nuestros pacientes demostrd que
existian diferencias significativas en el nimero de sitios de glicosilacion en los
pacientes LTNP 1, LTNP 2, LTNP 3 y LTNP 56, aunque entre la primera la y tltima

muestra analizada los valores se mantuvieron constantes.
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Figura 4.7 Analisis de sitios de N-Glicosilacion de la regién C2-VS5 del gen de la envuelta en los

pacientes LTNP ancestrales. Los nimeros debajo de las cajas, representan la media de los sitios de

glicosilacion presentes en cada cuasiespecie.
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Como el bajo niimero de sitios de N-glicosilacion, asi como la menor longitud
de las envueltas se han con virus antiguos, decidimos analizar ambos factores en los
virus de los pacientes LTNP ancestrales. Para analizar si los pacientes ancestrales
presentaban menos sitios de glicosilacion que pacientes con distinta evolucion viral,
incluimos en el andlisis 308 secuencias de pacientes LTNP modernos, 205 secuencias
de Progresores Rapidos (PR), y 456 secuencias de VIH-1 subtipo B como grupo
control obtenidas de pacientes de la Base de Datos de los Alamos entre los afios 1983
y 2005. Como nuestros datos no se ajustaban a una distribucién normal, aplicamos el
test estadistico no paramétrico de Kruskal Wallis, y observamos, que existian
diferencias significativas entre el grupo de LTNP ancestrales y los grupos, PR y
Control, (p<0.001 y p<0.0001 respectivamente) (Fig 4.8), y no observamos

diferencias con los pacientes LTNP modernos.
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Figura 4.8: Comparacion de nimero de sitios de glicosilacion presentes en la region C2-V5 del
gen env: se representan pacientes LTNP ancestrales, modernos, progresores rapidos (PR) y grupo
control, que corresponde a secuencias de subtipo B obtenidas de la Base de Datos de los Alamos. Los

numeros debajo de las cajas, representan la media de los sitios de glicosilacion presentes en cada

grupo.
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Cuando analizamos la longitud del gen de la envuelta en la regiéon C2-VS5, en
nimero de aminoacidos (Fig 4.9), de los pacientes ancestrales y un grupo control de
456 secuencias de subtipo B, obtenidas de la Base de datos de los Alamos entre los
anos 1983 y 2005, pudimos observar que, los pacientes ancestrales presentaban
envueltas mas cortas con un nimero medio de 180 aminoacidos frente al grupo
control (183 aminoécidos). El andlisis estadistico de los datos, aplicando el test no
paramétrico de Mann-Withney demostré que estas diferencias eran significativas

(p<0.0001)
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Figura 4.9: Nimero de aminoacidos en ADN proviral en la proteina gp120 del gen env. La linea
horizontal representa la mediana de la longitud de la envuelta en cada uno de los grupos. Los nimeros

debajo de las cajas, representan la media de los sitios de glicosilacion presentes en cada grupo.

El analisis de las caracteristicas virologicas y filogenéticas de este grupo de
pacientes LTNP ancestrales, demostrd que es un grupo heterogéneo, donde podemos
distinguir dos grupos de pacientes con distintos modelos de evolucion viral: pacientes
“con evolucion viral limitada” LTNP 1 y 5, y pacientes “sin evolucion viral” LTNP
2,3, 17, 20, 21 y 56. De estos analisis podemos deducir que dada la elevada tasa de
mutacion de la retrotranscriptasa viral, el virus acumula cambios en cada ciclo de
replicacion, la hipotesis mas sencilla para explicar la falta de evolucion caracteristica
de estos pacientes LTNP ancestrales es suponer que los virus no estdn replicando
(LTNP 2, 3, 17, 20, 21 y 56); o lo hacen a niveles muy bajos (LTNP 1 y 5).
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Esta hipdtesis se ve apoyada por la carga viral plasmadtica baja o indetectable a
lo largo del seguimiento de nuestros pacientes, por la baja carga de ADN proviral
asociado a CMSP, por los bajos valores de heterogeneidad y divergencia de las
cuasiespecies virales analizadas y porque no se estan acumulando mutaciones a lo
largo del seguimiento. El grado de diversidad encontrada en la envuelta, la corta
longitud de las envueltas virales (Derdeyn et al., 2004), los bajos niveles de
glicosilacion que presentan los pacientes ancestrales, y la datacion ancestral de los
virus, podrian sugerir que los virus de estos pacientes son muy parecidos a los virus

transmitidos, y podrian estar cercanos al virus que causo la infeccion.

4.3 AISLAMIENTO Y CO CULTIVO DE VIRUS

Para intentar determinar los factores que estaban implicados en la falta de
evolucién de los virus que estan infectando al grupo de pacientes ancestrales,
decidimos aislar y co-cultivar los virus de estos pacientes (ver apartado 3.10.5). El co-
cultivo se realiz6 como minimo en dos muestras diferentes en el tiempo de cada
paciente, a partir de células purificadas T CD4" totales y células memoria
CD4'45"RO (apartados 3.10.1 y 3.10.3). En ningun paciente fuimos capaces de
obtener el virus, excepto en la muestra 3 del paciente LTNP 1 (Fig 4.2.9) a partir de
las células purificadas de memoria (CD4 45 RO), con las que obtuvimos altos valores
de p24, después de 21 dias de co-cultivo.

El ARN viral fue extraido del sobrenadante de cultivo (ver apartado 3.3.2). El
fragmento, amplificado mediante RT-PCR de la region C2-V5 del gen env (ver
apartado 3.6), se correspondia con una de las subpoblaciones detectadas en el paciente
LTNP 1. La secuencia de ARN viral estd representada en el arbol filogenético del
LTNP 1 (secuencia 1.3C) (Fig 4.2.9). Ya que habiamos sido capaces de obtener el
virus, el siguiente paso que nos propusimos, fue intentar infectar CMSP con el
sobrenadante positivo obtenido en el co-cultivo, pero no fuimos capaces de producir

una nueva infeccion en ninguna de las réplicas realizadas.
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4.4 CARACTERISTICAS GENETICAS DEL HOSPEDADOR

Diferentes caracteristicas genéticas del huésped se han asociado con distintos
patrones de progresion de la enfermedad, como el genotipo 432-CCRS5 o algunos
tipos de Antigenos Leucocitarios Humanos (HLA). Las quimioquinas y sus receptores
celulares son, en general, moléculas polimorficas. Variaciones puntuales (SNP o
single nucleotide polymorphism) en los genes que codifican para las quimioquinas y
sus receptores pueden condicionar la expresion y actividad funcional de estas
moléculas y tener una influencia significativa en la patogenia y progresion de la
infeccion por el VIH.

Para determinar si la ausencia de progresion clinica detectada en los pacientes
ancestrales, podria estar determinada por alguno de estos factores, analizamos los
polimorfismos mas frecuentes presentes en el gen CCRS y CCR2, (CCR5- 432,
haplotipo CCR5 y CCR2-641), a la vez que determinamos los haplotipos HLA del
complejo mayor de histocompatibilidad I (MHC I) y otros SNPs ya descritos en la

literatura.

4.4.1 Analisis de SNP

Del analisis de los diferentes polimorfismos presentes en el correceptor CCRS,
(tabla 4.5) podemos destacar la presencia de la delecion de 32 nucle6tidos, asociado al
retardo en la progresion clinica (rs333, asociado al haplotipo HHG*2) en los pacientes
ancestrales LTNP 2, 5 y 20. Ademas, los pacientes LTNP 2, 5 y 21, también
presentan la mutacion CCR2-64/ (rs1799864 asociado al haplotipo CCRS HHF*2)
relacionada con un retraso en la progresion de la enfermedad, (Ioannidis et al., 2001;
Stafford et al., 2000; Tang et al., 2002).

El paciente LTNP 56 presenta la mutacion en el gen HCPS (1s2395029) que
estd en desequilibrio de ligamiento con el haplotipo HLA B5701, el cual estd también
fuertemente asociado con el control de la replicacion viral y progresion de la
enfermedad (Limou et al., 2009) y se ha hipotetizado que puede actuar como ARN
antisentido, interfiriendo asi en la replicacion viral.

Cabe destacar, que todos los pacientes presentan el SNP rs9264942 asociado
al HLA-C. La presencia de este SNP se ha asociado fuertemente con una baja carga
viral en el set point (Fellay et al., 2007). No hemos encontrado ninguna asociacion en

la cohorte estudiada con ZNRD1 (rs 3869068).
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4.4.2 Analisis del Antigeno Leucocitario Humano (HLA)

La respuesta inmune especifica del huésped, esta condicionada por los alelos
del complejo mayor de histocompatibilidad del individuo. Estos alelos especificos de
clase I (HLA), se han asociado con la progresion de la enfermedad causada por el
VIH-1, lo que podria explicarse por la diferente capacidad de los distintos alelos, para
presentar eficientemente epitopos virales inmunodominantes.

Los alelos B27 y B57/B58, se han asociado previamente con la proteccion de
progresion a SIDA (Bailey et al., 2006d; Migueles et al., 2000) y se ha visto que se
encuentran sobre-representados en LTNP, ES, EC y VC (Altfeld et al., 2003;
Migueles et al., 2003; O'Brien, Gao, and Carrington, 2001).

En la poblacion espafiola la frecuencia del HLA BS57 representa un 2.8%
mientras que la frecuencia del HLA B27 se encontrd con una frecuencia del 3.1% en
(New Allele Frequency Database: http://www.allelefrequencies.net. Middleton D,
Menchaca L, Rood H, Komerofsky R. Tissue Antigens 2003, 61, 403-407). Cabe
destacar, que aunque la mayor asociacion se ha visto con B5701/B5801, en nuestra
cohorte no hay mucha representacion, sélo lo presentan 2 de los 8 pacientes
analizados (LTNP3 y LTNP56), mientras que el haplotipo B2705, lo presentan 4 de
los 8 pacientes presentados en esta Tesis.

Es también importante destacar la presencia de los HLA-A 2402, HLA-B 5601
y HLA-B3503, representados en color rojo en la tabla 4.5, relacionados con
progresion de la enfermedad en los pacientes LTNP17, LTNP2 y LTNP5
respectivamente. A pesar de la presencia de estos marcadores de progresion, todos los
pacientes ancestrales analizados, presentan al menos un factor genético de proteccion,

representados en verde en la tabla 4.5.
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PACIENTES LTNP ANCESTRALES
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LTNP1 11 11 HHC |HHG*1 | 3 11 12 11 [0201 2401 1501 2705
LTNP 2 12 | 12 |HHG*2 |HHF*2 | 2| 11 12 | 11 [o201 [ 1101 [ 4402
LTNP3 11 11 HHC HHE 3 11 22 11 [0201 0205 2705
LTNPS5 12 12 |HHG*2 | HHF*2 | 2 11 22 11 [0201 6801 2705
LTNP 17 11 11 HHC HHE 3 11 22 11 - 6801 2705 4402
LTNP 20 11 | 12 | HHC [HHG#2 | 3| 11 12 | 11 [o201 [ 2902 [ 3901 [ 4402
LTNP 21 12 11 HHC |[HHG*2 | 1 11 12 11 [0201 2902 1404 4402
LTNP 56 11 | 11 | HHC | HHE | 2| 12 22 | 11 [oro1 [ o201 [ 1402 [ 5701

Tabla 4.5: Caracteristicas genéticas de los pacientes LTNP ancestrales. Polimorfismos en gen
CCR2 y CCRS5: 11 Genotipo salvaje, 12, genotipo heterocigoto, 22 genotipo homocigoto mutado.
Haplotipos en MHC I (HLA-A, HLA-B y HLA-C) y ZNRDI1. Los colores representan el efecto
protector en la progresion de la enfermedad. Verde claro efecto protector, verde oscuro, fuerte efecto

protector, y rojo, sin efecto protector.

4.5 ANALISIS DEL GENOMA COMPLETO DEL VIH-1 EN PACIENTES
LTNP ANCESTRALES.

4.5.1 Analisis de mutaciones, inserciones y deleciones

Para analizar si la ausencia de evolucion viral observada en el grupo de
pacientes LTNP ancestrales, después del largo periodo de tiempo transcurrido desde
la seroconversion (18 anos) y, después de analizar los distintos pardmetros
virologicos, inmunologicos y genéticos, podria deberse a algin defecto en el genoma
viral, decidimos realizar el analisis del genoma completo de los virus presentes en
estos pacientes a partir de ADN viral obtenido de las CMSP. La amplificacion del
genoma completo se llevd a cabo segun se describe en el apartado 3.9.

El genoma completo pudo ser amplificado, secuenciado y analizado en

distintas muestras a lo largo del seguimiento de los pacientes LTNP 1, 2, 3, 520 y 56.
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4.5.1.1 Pacientes sin evolucion viral: LTNP 2, 3,20y 56

Aunque no encontramos defectos en genes estructurales ni reguladores, la
caracteristica mas importante encontrada en el ADN viral de los pacientes LTNP 2, 3,
20 y 56 fue la presencia de deleciones mayoritarias en el genoma que llegaron a ser
dominantes en la cuasiespecie (Tabla 4.6). Las principales formas delecionadas se
presentan en forma esquematica en la figura 4.10.

En los pacientes 2, 20 y 56, las deleciones encontradas, se localizaban en
regiones no codificantes, mas concretamente en el extremo 5'LTR del genoma. La
muestra 2.3 del paciente LTNP 2 presentaba un 36% de genomas delecionados, con la
presencia de una delecién mayoritaria de 79 nucleotidos, que representaba el 28% de
la cuasiespecie, y una delecion minoritaria de 953 nucledtidos que se correspondia
con el 8 % de los genomas presentes en la cuasiespecie viral.

La muestra 20.1 del paciente LTNP 20 presentaba un 79% de genomas
delecionados en su cuasiespecie, con una delecion mayoritaria de 1088 nucledtidos
(43% de la cuasiespecie), aunque encontramos también otras cuatro deleciones
minoritarias en la misma region de 533 nucleotidos presente en un 15%, y de 967, 501
y 134 nucleétidos cada una de ellas, presentes en un 7% en la cuasiespecie viral.

Mientras que la muestra 56.12 del paciente LTNP 56, presentaba un 55% de
genomas delecionados, con la presencia de una delecion mayoritaria de 228
nucleotidos, que se correspondia con un 37% de la cuasiespecie y, otra delecion
minoritaria de 120 nucleotidos presente en un 18% de la poblacion viral.

La muestra 3.5 del paciente LTNP 3, presentaba una delecion de 247
nucleotidos, localizada en el gen pol, desde el nucledtido 4865, correspondiente con el
aminoacido 928 en la enzima integrasa, hasta el aminodcido en la posicion 23 de la
proteina Vif, por lo que se veia comprometida su capacidad de replicacion, aunque
mantenia un marco de lectura abierto que hacia posible la generacion de una proteina
de fusion pol-vif. El 100% de las secuencias analizadas de la muestra 3.5 obtenidas

para esta region presentaban esta delecion (Fig 4.10).
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Principales formas delecionadas encontradas en Pacientes LTNP

ancestrales
|5—' ur> TAR poly A PBS loop DIS SD v I—’ Gag-Gag Pol
RNAS pl7 p24 WT 64 %
n t-RNATY NN NN ~G 1
667 79 bp 246 A 28%
GCGAAAGT GAGTACGCC
|5—' Uz TAR poly A PBS loop DIS SD v I—' Gag-Gag Pol
‘ . 17
1 O NN NN e NN ey NNy NN, 2 WT 21%
817 5 1088 bp 5 1705 43%
CCCTCAGACCCTTTTAGTCAG P 45 G 51227 CCGAGCAA
o4 533 bp : A 15%
CTCTCTCGACGCA ATATCACCTAGA °
|5—'U3-> TAR poly A PBS loop DIS  SD v l—’ Gag-Gag Pol
- SRS SNERNA— NN y (T E— WT 4%
563 228 bp—. oL A 37%
f' AGTAGTGTGTG : AIGJ%C‘;SCGAGAG
738 ¢ 120 bp 185s8 A 18%
GAAGCGCGCACGGCAAGAGGCGAGGGGCGG GGGGAAAGAAAAAA
LTNP 3 pol gene
252'52Protease I Reverse transcriptase | RNase H I Integrase 3'I 5 Vif 3 WT 0%
| | ' 4864 247bp SLaE A 100%
| | [ ACT.AAA.GAA TTA.GTA.AAA
T K E928 25 L v K

Figura 4.10 Representacion esquematica de las principales formas delecionadas encontradas en
los pacientes estudiados. En cada paciente se representa el virus completo (wt) y las formas

delecionadas (A) encontradas mayoritariamente.

4.5.1.1.1 Cuantificacion de las formas delecionadas a lo largo del
seguimiento en pacientes sin evolucion viral: LTNP 2, 3, 20 y 56.

Para evaluar la importancia de estas formas de ADN viral delecionadas,
cuantificamos su presencia en la cuasiespecie viral en al menos tres muestras de cada
paciente. Durante el seguimiento, las formas delecionadas fueron o llegaron a ser
dominantes en la cuasiespecie de ADN de todos los pacientes. Desgraciadamente, no
dispusimos de material para poder cuantificar la presencia de la delecion en las

distintas muestras del paciente LTNP 2.
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Como podemos observar en la tabla 4.6, en el paciente LTNP 3, la secuencia
completa representaba el 100% de la cuasiespecie en la primera muestra estudiada
(02/03), y llego a ser completamente sustituida por la forma delecionada en la Gltima
muestra estudiada (01/05) donde toda la poblacion proviral presentaba la delecion
descrita anteriormente. El paciente LTNP 20 mostréo durante el seguimiento una
frecuencia constante entre formas completas y formas delecionadas, que se mantenia
alrededor del 70% para la forma delecionada a lo largo del andlisis, mientras que el
paciente LTNP 56 mostré un incremento en la proporcion de formas delecionadas
desde un 33% en la primera muestra (04/02), hasta un 75% en la ultima muestra
(06/05), estos resultados nos muestran la dominancia e imposicion de formas de ADN

delecionadas en estos pacientes ancestrales.

LTNP 3 LTNP 3.2 | LTNP3.3 LTNP 3.5
Muestra 02/03 10/03 01/05#
Genoma Completo 100% * 55%%* 0%
Genoma Delecionado 0% 45% 100%
LTNP 20 LTNP 20.1 | LTNP 20.2 | LTNP 20.3
Muestra 10/04# 06/05 04/06
Genoma Completo 21% 23.5% 24%
Genoma Delecionado 79% 76.5% 76%
LTNP 56 LTNP 56.7 | LTNP 56.12 | LTNP 56.13
Muestra 04/02 11/04# 06/05
Genoma Completo 66% 44% 25%
Genoma Delecionado 33% 56% 75 %

Tabla 4.6 Cuantificacion de las diferentes formas delecionadas encontradas en ADN mediante
analisis por PCR en dilucién limite. Analisis de la presencia de deleciones en distintas muestras de
los pacientes ancestrales. * Cuantificacion por analisis de bandas en gel de poliacrilamida. # Muestras

en las que se analizo el genoma completo.

4.5.1.1.2 Analisis y cuantificacion de genomas delecionados en pacientes LTNP
modernos y progresores rapidos

Para intentar analizar si la presencia de estos genomas delecionados era una
caracteristica de nuestro grupo de pacientes LTNP ancestrales, analizamos también la
region LTR-gag en otros pacientes ancestrales, (LTNP 1, 5 y AS-7), en 5 pacientes
LTNP modernos (LTNP 7, 14, 16, 19 y 30) y en 4 progresores cronicos (R-8, R-20,
R-32 y R-33).
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Este andlisis demostrd la presencia de genomas delecionados en tres pacientes

LTNP modernos y en un paciente progresor, aunque la presencia de estos genomas

delecionados fue més alta en los virus de los pacientes ancestrales sin evolucion viral

(LTNP 2, 3, 20 y 56), y esta frecuencia iba disminuyendo desde el grupo de pacientes

ancestrales (LTNP 1, 5 y AS7) hasta el grupo de pacientes progresores tipicos (Tabla

4.7). Con excepcion del paciente LTNP 3, ninguno de los pacientes ancestrales,

present6 secuencias delecionadas en el fragmento pol-vif.

5'LTR-gag ORF pol-vif
Pacientes . | Secuencias . | Secuencias
PCR+/PCR | Secuencia A PCR+/PCR | Secuencia A

totales completa N | % totales completa N° | %

LTNP 3 6+/12 6 0 0 5+19 0 5 100
LTNP 2 11+/25 7 4 36 4+/14 4 0 0
Ancestrales | LTNP20 28+/129 6 22 | 78.5 5+/11 5 0 0
LTNP56 16+/70 7 9 56 7+/23 7 0 0
LTNP1 5+/7 4 1 20 4+/40 4 0 0
LTNPS5 9+/34 9 0 0 3+/19 3 0 0
AS-7 10+/25 10 0 0 4+/4 4 0 0
LTNP 7 11+/18 10 1 9 - - - -
LTNP14 5+/16 4 1 20 - - - -
Modernos | LTNP16 6+/16 6 0 0 - - - -
LTNP19 6+/16 6 0 0 - - - -
LTNP30 9+/18 8 1 11 - - - -
R-8 11+/15 9 2 18 - - - -
R-20 6+/15 6 0 0 - - - -

Progresores

R-32 T+/15 7 0 0 - - - -
R-33 6+/15 6 0 0 - - - -

Tabla 4.7: Cuantificacion de los genomas delecionados en el fragmento LTR-gag y ORF pol-vif

en los virus de distintos grupos de pacientes.

4.5.1.2 Analisis del genoma completo en pacientes con evolucion viral:

LTNP 1y5.

El andlisis del genoma completo en estos dos pacientes mostrd una Unica

secuencia delecionada en la region 5'LTR del genoma viral en la muestra 1.4 del

paciente LTNP1 que suponia un 20% del total de la cuasiespecie.
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El andlisis de la muestra 5.6 del paciente LTNP 5 demostré que éste presenta
un virus completo, sin ninguna delecion, ni insercién en regiones importantes para el
ciclo vital del virus. Aunque es importante destacar que muchas de las secuencias
obtenidas de este paciente presentaban codones de parada, posiblemente debido a un
mecanismo de hipermutacion.

Para comprender por qué estos dos pacientes ancestrales con cierta evolucion,
también controlan, aunque en menor medida, la replicacion viral, decidimos analizar
las mutaciones de escape a epitopos CTLs en los genes gag, env y nef, asi como el
grado de hipermutaciéon de las secuencias nucleotidicas de los virus de estos

pacientes.

4.5.1.2.1 Analisis de mutaciones en los epitopos de pacientes LTNP
ancestrales con evolucion viral: LTNP 1y LTNP 5.

Los CTL eliminan células infectadas por el VIH-1 a través del reconocimiento
de los epitopos presentados en la superficie de las células infectadas por las moléculas
de HLA. Debido a la alta tasa de mutacion, el VIH-1 es capaz de evadir la respuesta
CTL a través de la generacion de mutaciones en estos epitopos o cerca de ellos, cuyo
resultado es una ineficiente presentacion de antigenos y/o reconocimiento por los
CTLs.

El andlisis de las mutaciones en los epitopos mejor definidos de los pacientes
LTNP 1y 5, se realizd en los genes gag, env y nef. Este analisis demostro la presencia
en el paciente LTNP 1 de tres mutaciones, una en la proteina P17 del gen gag, en el
epitopo KYrLKHIVW (KW9) restringido por el HLA A24 y, dos en la proteina P24
del gen gag en los epitopos KRWIILGhK (KK10), MMQKGNFRNQ (MQ10)
restringidos por el HLA B27, que aparecen en las secuencias que presentan mayor
evolucion viral. Mientras que el paciente LTNP 5 presenta una mutaciéon en la
proteina P24 del gen gag en el epitopo PPIPVGelY (PY9), restringido por el HLA
B35 (Anexo Fig 1). La aparicion de estas mutaciones, podria indicar la existencia de
virus que estan escapando a la accion de los linfocitos T citotoxicos, y podria explicar
en parte, el grado de evolucion presente en estos dos pacientes. Mientras que en los
genes env y nef, no aparecid ninguna mutacion de escape en estos dos pacientes

(http://www.hiv.lanl.gov/content/immunology).
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4.5.1.2.2 Analisis de hipermutacion en pacientes ancestrales con evolucion
viral: LTNP1, y LTNPS.

Para determinar la influencia de la hipermutaciéon en el control de la
replicacion viral analizamos la frecuencia de genomas provirales hipermutados en los
pacientes ancestrales que presentaban cierta evolucion viral (Borman et al., 1995;
Janini et al., 2001; Jin et al., 2005; Vartanian et al., 1991), utilizando el programa
“Hypermut”, de la base de datos de los Alamos (LANL), (Gifford et al., 2008; Rose
and Korber, 2000).

Las secuencias hipermutadas, estdn caracterizadas por la acumulacion de
transiciones G—A a lo largo del genoma, que conduce a la aparicidon de tripletes de
terminacion prematuros, y por lo tanto a la sintesis de proteinas no funcionales.

El analisis de hipermutacion se realizd en base a la comparacién con una
secuencia que no presentaba codones de parada del paciente LTNP 5 y demostr6 la
presencia de secuencias nucleotidicas altamente hipermutadas, y una distribucion no
homogénea a lo largo del genoma (Fig 4.11). Los cambios G—A se acumulaban
mayoritariamente en los fragmentos 1 y 3 del genoma completo, correspondiente a los
genes gag, env, vpr, vpu, tat, rev'y nef (75-85%). El test estadistico F de Fisher da un
p-valor altamente significativo en el fragmento 5'LTR-gag, y en el fragmento vif-
3'LTR, para las secuencias incluidas en el analisis. Un analisis mas detallado del tipo
de cambios que estan ocurriendo, indico la acumulacién preferencial de mutaciones
G—A en el contexto GGD a AGD, (siendo D cualquier base nucleotidica excepto C),
demostrando que el fendémeno de la hipermutacion se estd produciendo mediante el
complejo enzimatico APOBEC3G. Este andlisis presentd un valor altamente
significativo mediante el test estaditico F de Fisher de 3.79515¢'% 2.77451¢"" y
1.1988¢™ para las secuencias 5.6.1, 5.6.2 y 5.6.6 respectivamente. Mientras que el
andlisis de hipermutacion en el contexto GAD—AAD, mostr6 un valor estadistico
con el mismo test de 0.0705882, 0.00201854 y 2.29691¢” para las mismas
secuencias respectivamente, lo que hace improbable que el fendomeno de
hipermutacion se esté produciendo gracias al complejo enzimatico APOBEC3F.
(Hypermut 2.0). Con el mismo tipo de analisis en el paciente LTNP1 no se detecto

hipermutacion.
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ANALISIS DE HIPERMUTACION DEL GENOMA COMPLETO DEL LTNP 5.6
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Fig 4.11: Anélisis de hipermutacion a lo largo del genoma del virus del paciente LTNPS.6. Este

analisis se realizo mediante el programa Hypermut (Base de datos de los Alamos), para el analisis de la

induccion de hipermutacion inducida por APOBEC. El analisis se realizo utilizando como secuencia de

referencia de cada fragmento, una secuencia no hipermutada perteneciente al paciente analizado.

(www.hiv.lanl.eov/HYPERMUT/hypermut.html

4.5.2 Analisis de mutaciones en el genoma completo de LTNP ancestrales

Ademas de las principales formas delecionadas encontradas en la region LTR,

y en la region integrasa-vif, el andlisis de las secuencias de nucledtidos del genoma

viral completo de los pacientes estudiados, no mostrd otras deleciones ni inserciones

en el genoma que pudieran dar como resultado proteinas no funcionales como se

describia en otros estudios (Blankson et al., 2007; Miura et al., 2008; Wang et al.,

2002b). Para intentar analizar si la acumulacion de mutaciones subdptimas pudieran

estar afectando la eficacia bioldgica de estos virus, analizamos la presencia de

mutaciones comunes en estos virus con respecto a la secuencia consenso del subtipo

B y que ademas fueran poco frecuentes en base de datos de los Alamos (LANL).
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Este andlisis mostrd la presencia de 112 posiciones alteradas en al menos tres
de los virus estudiados. De ellas seleccionamos aquellas mutaciones presentes en
posiciones conservadas en al menos el 70% de las 264 secuencias aminoacidicas del
subtipo B presentes en la base de datos de los Alamos (LANL), y que ademas la
mutacion observada no fuera frecuente en el mismo set de secuencias (<15%),
(Alexander et al., 2001). De esta forma, las 112 mutaciones se reducen a 24 residuos
en los genes codificantes y 3 posiciones en la 5-LTR (Tabla 4.8). De las 24
mutaciones encontradas, 8 representan alteraciones aminoacidicas fuertes (nivel 1-3),
de acuerdo al nivel de aceptabilidad propuesto por (Feng, Johnson, and Doolittle,
1985). Entre estos cambios, hemos identificado la presencia de la mutacion G123R en
la region C-terminal de la proteina P17, que se encuentra localizada en el tltimo
residuo de la a- hélice, asi como las mutaciones N372S/G, en la proteina P2 y H441Y
en la proteina P1 del gen gag. Estas tres mutaciones se encuentran cercanas al sitio de
procesamiento proteolitico. Las mutaciones encontradas en las proteinas P2 y P1, se
han detectado también en un grupo de virus de pacientes controladores de élite
(Blankson et al., 2007). Hemos detectado la presencia de la mutacion N271H en el
gen gag del paciente LTNP 1 que se ha asociado con una reduccion de la infectividad,
en pacientes que presentan el HLA B27 (Bailey et al., 2008).

Dados los criterios que hemos seleccionado para el analisis de las mutaciones,
no hemos podido incluir otras mutaciones previamente descritas en pacientes
controladores de ¢lite en el gen gag (Miura et al., 2008) .Entre ellas hemos detectado
la mutaciéon S67A en los pacientes LTNP 1, 2, 3, 5 y 20; y las mutaciones D102E y
3891 en los virus de los LTNP 1, 2, 3, 5, 20 y 56.
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N0
GEN | POSICION | CONSENSOB| PACIENTES | ACEPTABILIDAD PACC(;%I&ES
MUTACION
NUC | AA| % | MUTACION| %
68 C 95 A 6
5'LTR 453 T 93 G/A 52 4/1
541 T 93 C 3
P17 123 G |79 R 3 5
P24 138 L |78 I 13 5 5
GAG | b 3 N | 72 S/G 8/5 5/3 4/1
Pl 441 H | 79 Y 3 6
9 p |81 L 3 6
POL 55 s | 76 G 5 5 6
713 K | 87 R 13 5 4
VIF 130 s | 81 I 2 5
TAT 94 v {100 M 0 4 3
9 I |94 L 1 5 4
VPU 58 E | 80 G 1 4 3
77 D | 82 v 5 3 4
26 M | 97 I 1 4 3
211 E |93 D 2 5 4
281 A | 80 T 10 5 4
292 v |91 I 8 5 6
323 |87 T 4 3 3
ENV 329 N | 75 D 4 5 3
353 F |87 LY 2/9 4/5 41
386 N | 85 D 12 5 3
737 G | 99 D 4 4
756 I | 80 F 12 4 5
2
G |87 R 3 4
NEF el Al 63 T 11 5 5

Tabla 4.8: Analisis de Mutaciones infrecuentes encontradas en comin en el genoma completo de los

pacientes estudiados, con respecto a la secuencia consenso B obtenida de la base de datos de los

Alamos (LANL).
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Discusion

El trabajo realizado en esta Tesis, ha estado encaminado al estudio de la
variabilidad y evolucion del virus VIH-1 en pacientes LTNP ancestrales. Con el
abordaje realizado, hemos estudiado las caracteristicas viroldgicas del VIH-1, como la
variabilidad de la cuasiespecie presente en un momento dado en el individuo y su
evolucién a lo largo del seguimiento, asi como las caracteristicas, inmunologicas y
genéticas del hospedador. Los estudios filogenéticos se han realizado en el gen env,
ya que es en este gen donde se han descrito la mayor parte de las relaciones
filogenéticas entre las variantes de las cuasiespecies, y ademas es en este gen donde se
localizan importantes epitopos frente a los que se dirige la respuesta inmune del
paciente e importantes propiedades fenotipicas. Ademads, el analisis del genoma
proviral completo de estos pacientes, nos ha permitido explicar, la carencia de
evolucion que presentan los LTNP ancestrales después de 18 afos de infeccion.

Los LTNPs son un grupo heterogéneo de pacientes, que presentan una gran
variacion en la carga viral plasmatica (Bello et al., 2007b) y distintos patrones de
evolucion viral (Bello et al., 2007a; Casado et al., 2001). El método de datacion de las
poblaciones virales descrito en el apartado 4.1.1.1, nos permitio segregar los pacientes
LTNP en dos grupos claramente diferentes: LTNP modernos y LTNP ancestrales.
Aunque el grupo de pacientes LTNP modernos, no ha sido objeto de estudio en esta
Tesis, hemos encontrado que estos pacientes LTNPs, se diferencian de los pacientes
ancestrales, ademas de en la datacion de sus secuencias nucleotidicas, en la
heterogeneidad de sus cuasiespecies, y en diversos marcadores virologicos e
inmunologicos.

El grupo de pacientes LTNP ancestrales, no solo presenta una muy limitada
replicacion viral, a menudo una carga viral indetectable (<50 copias/ml), y una baja
carga proviral (1-55 copias ADN VIH-1/10° CMSP). Ademas, la evolucién viral que
presenta este grupo de pacientes, es extremadamente baja y las poblaciones virales
estan cercanas a la poblacion viral que causé la infeccion, como demuestra la
distancia genética al ACMR en cada paciente (apartados 4.2.3.1 y 4.2.3.2). Estos
datos, a su vez, estdn correlacionados con unos niveles muy bajos de diversos
marcadores de activacion del sistema inmune, como el nimero de células T CD8", la
concentracion de B2- microglobulina en plasma o el titulo de Ac especificos frente al

VIH-1.
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Los mecanismos que conducen al control de la replicacion viral en estos
pacientes LTNP pacientes, han sido objeto de numerosos estudios en los ultimos afios,
sugiriendo que este control es alcanzado por una combinacion de factores virologicos
y genéticos del huésped (Deeks and Walker, 2007; Sandonis et al., 2009; Walker,
2007)

Los resultados obtenidos de los analisis realizados en los pacientes LTNP
ancestrales, plantean varias preguntas:
1. (Es el grupo de pacientes LTNP ancestrales un grupo homogéneo?
2. ;Qué factores estan implicados en la falta de evolucion detectada en estos
pacientes?
3. (Puede ser por lo tanto la evolucion viral un factor a tener en cuenta en la

evolucion clinica de estos pacientes?

Los estudios filogenéticos, virologicos e inmunoldgicos, demostraron que este
grupo de pacientes ancestrales, no es un grupo homogéneo, y hemos podido
identificar dos grupos de pacientes con distinta evolucion viral.

1- Un grupo de pacientes caracterizado por una falta total de evolucion viral

(LTNPs 2,3 17, 20, 21 y 56).
2- Un segundo grupo de pacientes con una limitada y contenida replicacion

viral (LTNPs 1y 5).

5.1 Mecanismos de control de la replicacion viral en pacientes LTNP ancestrales.

a) Pacientes LTNP 2, 3,17, 20,21 y 56

Los anélisis filogenéticos del grupo de pacientes sin evolucion viral (LTNP 2,
3, 17,20, 21 y 56) demostraron que no existe un incremento con respecto al tiempo de
la distancia genética al ACMR. Esta falta de evolucioén viral, después del largo
periodo de tiempo transcurrido desde la seroconversion, podria estar de acuerdo con
la existencia de una éstasis evolutiva de la cuasiespecie viral (Bello et al., 2007a), en
la cudl el virus no acumula mutaciones a lo largo del tiempo.

Esto se refleja en cuasiespecies virales homogéneas, tal y como se demuestra
en las reconstrucciones filogenéticas (Fig 4.2.3-4.2.8), en los bajos valores de

heterogeneidad, proximos a 1, asi como en las tasas de divergencia anual proximas a

0%.
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Estos pacientes sin evolucion viral, han presentado durante todo el
seguimiento carga viral indetectable, con la presencia de algunos blips aislados
(LTNP 56). Hemos podido observar que el niimero de células T CD4" se ha
mantenido constante durante todo el seguimiento sin pérdidas significativas y
manteniéndose un cociente CD4/CDS8 positivo (Andrade et al., 2008; Hunt et al.,
2008; Madec et al., 2005), que podria sugerir que una respuesta celular efectiva tiene
que ser critica para mantener el control (Bailey et al., 2007), o bien que los virus que

infectan a estos pacientes tienen una peor eficacia bioldgica.

b) Pacientes LTNP 1y 5

Los analisis filogenéticos realizados en el grupo de pacientes que presentan
una evolucion limitada de las cuasiespecies virales (LTNP 1 y 5), se caracterizan por
una falta de estructura temporal de las cuasiespecies, como se puede observar en las
reconstrucciones filogenéticas (Fig 4.2.9-4.2.10A y B).

Estos dos pacientes se caracterizan, por presentar varias subpoblaciones
virales claramente definidas por altos valores de remuestreo. En el caso del paciente
LTNP5 los valores de remuestreo son los més bajos, y no hemos podido identificar si
existe una superinfeccion. En estos pacientes, tanto la heterogeneidad como la
divergencia aumentan (LTNP 1), (fig 4.4, tabla 4.4), o bien se mantienen constantes
(LTNP 5A, tabla 4.3 A, fig 4.4), o fluctian al azar con el tiempo (LTNP 5B, tabla 4.3
B, fig 4.4), (tabla 4.3 A-B, 4.4), sugiriendo que se esta produciendo replicacion,
aunque a un nivel muy bajo.

El analisis viroldgico e inmunoldgico en los pacientes LTNP ancestrales con
limitada evolucion viral (LTNPs 1 y 5), demostré que aunque la carga viral se
mantenia también indetectable, con presencia de algunos blips en ambos pacientes, el
cociente CD4/CDS era inferior a 1, y se estaba produciendo una pérdida significativa
de células T CD4" a lo largo del seguimiento (Fig 4.2.1). Esto indica un claro
deterioro del sistema inmune, lo que se puede correlacionar a su vez con una peor
evolucion clinica. Estos datos pueden indicar, que estos pacientes podrian desarrollar
eventualemente progresion de la enfermedad, como se demuestra en estudios previos

(Lefrere et al., 1997; Westrop et al., 2009).
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5.2 Analisis del genoma completo

5.2.1 Pacientes sin evolucion viral: LTNPs 2, 3, 17, 20 21 y 56.

La secuenciacion de los genomas completos a partir del ADN proviral
presentes en los pacientes 2, 3, 20 y 56 demostré que estos pacientes estan infectados
por virus defectivos que se encuentran de forma mayoritaria y dominante en las
cuasiespecies virales (56-100%), (tabla 4.7). Este analisis, demostr6é que los pacientes
LTNP 2, 20 y 56, presentan importantes deleciones en la region 5'-LTR. Para
comprobar que estas deleciones no eran un artefacto de la técnica de PCR,
amplificamos la regiéon 5'LTR en los mismos pacientes con diferentes iniciadores y
un enzima distinto, obteniendo idénticos resultados. Esta misma estrategia se utilizo
para comprobar la delecion que presentaba el paciente LTNP 3 en la region integrasa
del gen pol.

Ademas para comprobar que estos defectos en los genes eran caracteristicos
del grupo de pacientes LTNP ancestrales sin evolucion viral, analizamos las regiones
5’-LTR e integrasa en distintos grupos de pacientes con un tiempo de infeccion
similar, y pudimos comprobar, que el porcentaje de genomas defectivos disminuia
significativamente en los grupos, a medida que aumentaba la progresion clinica (tabla
4.7).

Esto ha quedado demostrado también en otros estudios, donde se han
detectado grandes deleciones y polimorfismos inusuales en diferentes genes,
(Alexander et al., 2000a; Alexander et al., 2000b; Calugi et al., 2006; Deacon et al.,
1995; Huang, Zhang, and Ho, 1998; Iversen et al., 1995; Kirchhoff et al., 1995;
Mariani et al., 1996; Salvi et al., 1998; Sandonis et al., 2009; Wang et al., 2003;
Yamada and Iwamoto, 2000), y la infeccion con cepas defectivas en distintos genes se
ha asociado a una infeccion no progresiva (Alexander et al., 2002; Alexander et al.,
2000b; Calugi et al., 2006; Deacon et al., 1995).

Estas formas virales defectivas pueden transcribirse, sin embargo, estarian
generando virus defectivos o con baja eficiencia biologica debido a las deleciones que
presentan. Estas formas virales defectivas, podrian estar contribuyendo en el control
de la replicacion viral de los virus completos, mediante mecanismos de interferencia
previamente descritos en VIH-1 (Guan et al., 2001).

La presencia mayoritaria en la cuasiespecie viral, de estas formas delecionadas
podrian ser el resultado de la eliminacion por parte del sistema inmune durante la

primoinfeccion de células infectadas con virus competentes (Wang et al., 2002a).
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La presencia de estos genomas defectivos y su contribucion en la patogenia de
la infeccion no estd aclarada, sin embargo, la menor presencia de estos genomas
delecionados en pacientes LTNP modernos (20%) o progresores cronicos (18%)
podrian estar indicando su importancia en la patogénesis de la infeccion por el VIH-1.

Aunque existen evidencias de un estricto control de la replicacion viral en este
grupo de pacientes, la presencia de ramas minoritarias en las cuasiespecies, con una
mayor distancia al ACMR (1.8-11%), detectadas en los arboles filogenéticos de los
pacientes LTNP 2, 3, 20, 21 y 56, podria indicar la existencia de una replicacion viral
residual contenida y limitada. Estas secuencias mds evolucionadas, podrian por lo
tanto estar representando virus replicativos, como los obtenidos en otro estudio a
partir de 4 “elite controllers”(Blankson et al., 2007), o bien virus responsables de una
viremia persistente (Hatano et al., 2009). Sin embargo, tampoco podemos descartar
que representen variantes minoritarias presentes ya en la cuasiespecie viral que inicio

la infeccidn.

5.2.2 Pacientes con evolucion viral limitada: LTNP 1y LTNP S

La secuenciacion del genoma completo en estos pacientes, demostrd que la
presencia de genomas delecionados era mucha mas baja (0-20%) que en el grupo
anterior. Un estudio reciente, demostro la transmision viral desde un paciente
progresor que desarrolld6 SIDA a un paciente que llegd a ser controlador de élite
(Bailey et al., 2008), y otro estudio document6 superinfeccion de un controlador de
¢lite (Rachinger et al., 2008) demostrando, que mientras este paciente mantenia un
relativo control de la replicacion viral, otros dos pacientes infectados con el mismo
aislado presentaron altas cargas virales.

Estos resultados pueden demostrar que los pacientes que controlan la
replicacion viral de forma espontanea pueden estar infectados con virus patogénicos,
por lo que deben de existir ademas otros factores implicados en el control replicativo
en estos pacientes LTNP ancestrales.

A diferencia de los LTNP ancestrales con estasis evolutiva, la limitada
progresion viral en el paciente LTNP 5 puede ser debida a la existencia de un alto
porcentaje de genomas hipermutados, como se demuestra en el analisis filogenético
del gen env, donde aproximadamente el 60% de las secuencias presentan

hipermutacion G—A.
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En el andlisis del genoma completo, hemos podido observar que el fendmeno
de la hipermutacion se estd produciendo principalmente en los fragmentos 1 y 3,
segin la estrategia de amplificacion (apartado 3.9). Cabe destacar que todas las
secuencias amplificadas que incluyen el gen vif estan intactas, y por lo tanto, no
podemos explicar esta masiva hipermutacion que se esta produciendo en el virus de
este paciente, aunque las secuencias aisladas de este paciente presentan la mutacion
R132S en el gen vif, descrita por otros autores, implicada en la reduccion de la
infectividad viral (Hassaine et al., 2000).

El paciente LTNP 1, presenta varias mutaciones de escape en las proteinas P17
y P24 del gen gag, que podrian ser las responsables del bajo grado de evolucion
presente en este paciente, debido a la baja eficacia bioldgica que presentan los
mutantes de escape (Martinez-Picado et al., 2006).

Podemos suponer, que la diversidad viral presente en estos dos pacientes,
podria ser debida a la activacion de reservorios latentes del virus, y la replicacion viral
estaria controlada por el sistema inmune del paciente (Grossman et al., 2006). En
consecuencia, aunque los virus que surgen después de cada activacion viral podrian
estar sujetos a seleccion, la falta de una evolucion viral continuada, dificultaria su
imposicion en la poblacion. Ademas, la destruccion masiva de virus después de cada
ronda de replicacion asi como el pequefio tamafio poblacional efectivo, seria una
importante oportunidad para la actuacion de la deriva genética o el azar (Frost et al.,

2000).

5.3 Analisis de mutaciones en los pacientes LTNP ancestrales

El analisis de las mutaciones inusuales en residuos conservados (Tabla 4.8), en
los seis pacientes analizados, no indica un claro fenotipo defectivo. Estas mutaciones
no generan codones de parada, no alteran sitios cataliticos, ni producen cambios
importantes en la estructura de las proteinas virales. Estos resultados estan de acuerdo
con los obtenidos en los estudios de (Blankson et al., 2007; Miura et al., 2008). Otros
estudios demuestran que este fenotipo deletéreo podria ser causado por una
combinacion de mutaciones suboptimas (Alexander et al., 2001). Un estudio reciente,
ha encontrado tres mutaciones estadisticamente significativas en el gen gag, (S67A,
D102E y 389I), asociadas con controladores de la replicacion viral (Miura et al.,
2008). Aunque estas mutaciones no estdn presentes en la tabla 4.8, debido a los

criterios de seleccion utilizados, la mutacion S67A esté presente en los pacientes
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LTNP 1, 2, 3, 5 y 20 y las mutaciones D102E y 3891, la presentan todos los pacientes
LTNP analizados.

Ademas, el andlisis de mutaciones (tabla 4.8), demostré que los virus de los
pacientes LTNP ancestrales presentan un alto nimero de mutaciones comunes (112).
Estos resultados, junto con una fecha de infeccion similar (tabla 4.1.A), el mismo
origen geografico documentado, asi como la misma via de infeccion (UDIV), indican
que los pacientes LTNP ancestrales podrian estar formando un grupo o “cluster” con
un origen comun, (Casado et al, manuscrito en preparacion). Este origen comun de los
virus no ha sido hasta ahora encontrado en otros grupos de controladores de
replicacion viral (VIH controllers, controladores de ¢élite o elite supressors),

(Blankson et al., 2007; Miura et al., 2008).

5.4 Factores genéticos del huésped

Uno de los primeros polimorfismos genéticos asociado a una menor
susceptibilidad a la infeccion por VIH, fue la deleciéon de 32 pb en el gen del
correceptor CCRS. Aunque esta delecidon no parece estar especificamente asociada a
pacientes controladores de VIH (Lambotte et al., 2005), en los andlisis realizados en
los pacientes LTNP ancestrales, hemos encontrado que los pacientes LTNP 2, 5y 20
son heterocigotos para esta delecion.

El control viral de la infeccion, se ha asociado frecuentemente con la presencia
de ciertos alelos de los HLA, en particular del HLA-B (Kiepiela et al., 2004). Algunos
estudios han demostrado que los HLA-B57/58 y B27, estan fuertemente enriquecidos
en una cohorte de controladores de la replicacion viral, cuando lo comparaban con un
grupo de no controladores (Bailey et al., 2006d; Lambotte et al., 2005; Migueles et
al., 2000). Los andlisis de los factores genéticos en el grupo de pacientes LTNP
ancestrales, demostraron la presencia de los HLA protectivos B57/58 y HLA-B27 en
5 de los pacientes. El HLA protectivo B4402 y B3901, que estan incluidos dentro del
supertipo B27, que también confiere caracteristicas protectivas, se encuentra presente
en 4 de los pacientes ancestrales. Mientras que los pacientes LTNP 2, 5 y 17,
presentan un HLA (B5601, B3503 y A-2402, respectivamente) marcadores de
progresion de enfermedad (Tabla 4.5). Cabe destacar que la cohorte de los pacientes
LTNP ancestrales presentados, esta enriquecida con el HLA B27, més que en el HLA

B57/58.
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Pese a que se han descrito otros genes humanos que podrian estar implicados
en el control de la replicacion viral, estudios recientes de asociacion de marcadores en
genomas completos (SNPs) (Fellay et al., 2009; Fellay et al., 2007) reafirman el papel
central del HLA en el control del VIH, confirmando s6lo dos grupos de
polimorfismos genéticos asociados con los locus HLA-B y HLA-C.

El primero de ellos estd localizado en el gen HCPS y la variante asociada
presenta un alto desequilibrio de unién con el alelo HLA B5701 (presente en el
paciente LTNP 56). El segundo polimorfismo identificado se localiza en la region
5’del gen HLA-C (1s9264942), y se ha asociado con los niveles de expresion de ARN
mensajero (ARNm) y proteina de HLA-C, indicando que los niveles de expresion de
HLA-C influyen en el control viral. Este polimorfismo estd presente en homocigosis
en los pacientes LTNPs 3, 5, 17 y 56, mientras que en el resto de los pacientes se
encuentra en heterocigosis y se ha asociado con bajas cargas virales (Catano et al.,
2008; Fellay et al., 2007; Shrestha et al., 2009).

Mecanismos, como la actividad APOBEC3G/F se han asociado con el control
de la replicaciéon viral de virus patogénicos en pacientes controladores (Goila-Gaur
and Strebel, 2008). Un estudio, demostré que todos los clones provirales del gen gag,
amplificados desde un paciente controlador de élite, presentaban codones de parada
prematuros debido al fenémeno de la hipermutacion, sugiriendo asi, que un fuerte
mecanismo de control de la replicacion viral esta actuando en estos pacientes (Wang
et al., 2003).

Sin embargo, otro estudio demostrd que no habia diferencias significativas en
la frecuencia de clones provirales hipermutados entre una cohorte de pacientes
controladores de replicacion viral y un grupo de pacientes con progresion de la
enfermedad que recibian TARGA (Gandhi et al., 2008), lo que puede sugerir, que el
alto grado de actividad APOBEC3 no bloquea de manera absoluta la replicacion viral,
y por lo tanto, el aumento de actividad APOBEC3 no parece ser el mecanismo
responsable del control de replicacion viral en el grupo de pacientes controladores de
replicacion. En la cohorte de pacientes LTNP ancestrales analizados, aunque hemos
encontrado alguna secuencia hipermutada en todos los pacientes, cabe destacar el caso
del paciente LTNPS, en el que un alto porcentaje de secuencias estan hipermutadas

pese a que no hemos encontrado ningun defecto en el gen vif.
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5.5 Nomenclatura en pacientes LTNPs ancestrales

Este grupo de pacientes LTNP ancestrales, que son capaces de controlar la
replicacion viral de forma espontanea y que mantienen consistentemente cargas
virales indetectable, son equivalentes a los pacientes controladores de élite (en inglés
EC), supresores de élite (en inglés ES), y en general al grupo de controladores de
VIH, (Bailey et al., 2006a; Deeks and Walker, 2007; Lambotte et al., 2005; Saez-
Cirion et al., 2007b).

Los criterios fundamentales utilizados para definir estos pacientes, han sido los
niveles de viremia y la duracion del control de la viremia. Aunque existen diferencias
fundamentalmente en cuanto a la duracion del periodo considerado por los distintos
grupos (Bailey et al., 2006a; Bailey et al., 2006c; Hunt, 2009; Lambotte et al., 2005;
Pereyra et al., 2009), en la mayoria de los casos este periodo supera los diez afios. El
tiempo post-seroconversion de los pacientes LTNP ancestrales analizados en este
trabajo, varia entre los 13-24 afos, y por lo tanto formarian parte de un grupo especial
de individuos que cumplen los dos criterios de control de la replicacion viral. Estos
pacientes presentan carga viral indetectable en la mayoria de las muestras y ausencia
de progresion de la enfermedad en ausencia de tratamiento antirretroviral durante un
periodo superior a 10 afios.

En resumen, la ausencia de carga viral plasmatica, los bajos niveles de ADN
proviral y la baja diversidad genética observada en los virus obtenidos de estos
pacientes ancestrales, han sugerido la infeccion por virus de baja eficacia bioldgica
(Lambotte et al., 2005; Sandonis et al., 2009; Wang et al., 2003). Todos los datos
obtenidos indican que el control de la replicacion observada en todos los pacientes
analizados se alcanza mediante una combinaciéon de distintos factores, tanto
inmunolégicos como del huésped y/o por la infeccién con virus con poca capacidad

replicativa (Deeks and Walker, 2007; Sandonis et al., 2009).
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Conclusiones

En este trabajo hemos estudiado una serie de propiedades que caracterizan a

los pacientes infectados por el VIH-1 no progresores (LTNPs) y con

caracteristicas ancestrales. De los analisis realizados podemos concluir:

1-

El grupo de pacientes LTNPs ancestrales es un grupo heterogéneo de pacientes
donde hemos podido diferenciar dos grupos:
un grupo de pacientes que no presentan evolucion viral, en los que la falta de
evolucion se correlaciona con el mantenimiento de un buen estadio clinico a
lo largo del seguimiento.
un segundo grupo de pacientes que se caracteriza por la presencia de una
evolucién viral limitada que se corresponde con un deterioro clinico y que
esta causado principalmente por la pérdida de células T CD4" a lo largo del

seguimiento.

A pesar de estas diferencias, los pacientes LTNP ancestrales presentan las

siguientes caracteristicas comunes.

2-

La acumulacion de genomas provirales defectivos, por delecciones y/o por

hipermutacion contribuye a la falta de evolucion viral.

Aunque no existe un factor genético comun asociado a estos pacientes
ancestrales, todos y cada uno de los individuos presenta uno o mas factores
genéticos que previamente han sido asociados a un mejor prondstico en cuanto

a la evolucidn de la enfermedad.

La nula o limitada evolucién que caracteriza a los virus encontrados en
pacientes LTNP ancestrales, estd determinada por una combinacién de
factores virologicos y genéticos del huésped. Esto indicaria que no existe un

unico mecanismo que pueda explicar el control de la replicacion viral.

La presencia de mutaciones comunes, junto con la fecha de infeccion, el
origen geografico de los pacientes y el hecho de que todos ellos hayan sido o
sean UDIV, sugiere un mismo origen para los virus que infectaron a estos

pacientes LTNPs ancestrales.
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6- El estudio de la evolucion viral dentro de este grupo de individuos y en
general en pacientes con diferente progresion viral, puede ser un marcador

importante de la evolucion clinica de la enfermedad.
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Anexo

. Afio Carga CD4" CDS8" B-2 Titulo
Paciente Muestra Virgl ce/ml | ceymi | CPYCED8 | omi Ab®
LTNP 1 Mayo 98 | <500 830 1132 0.7

Oct 98 1100 867 1199 0.7
Mayo 99 98 725 987 0.7
Nov 99 79 786 1206 0.7
Abril00 | 367 868 1158 0.7
Oct 00 90 795 973 08
Abril01 | <50 746 1176 0.6
LTNPI.1 | 19.11.01 | <50 815 1197 0.7
Julio 02 102 690 1011 0.7
LTNP1.2 | 17.02.03 | <50 883 1285 0.7 1x10°
LTNP1.3 | 3.03.04 125 628 1023 0.6 1.9
Junio04 | 267 779 1098 0.7
LTNP1.4 | 21.00.05 | 112 657 1206 05 3x10°*
Mar 07 70 595 1196 05
Mayo 08 | 724 518 1151 0.4
Ago97 | <500 1066 1146 0.9
Mar99 | <500 1067 1157 0.9
Nov 99 96 1312 1042 13
Nov 00 <50 1215 1114 11
LTNP 2 Mayo 01 | 205 967 859 11
LTNP2.1 | 28.11.01 53 1387 1272 11
LTNP2.2 | 1.10.02 <50 1834 1285 14 2x10°
LTNP2.3 | 8.10.03 <50 1433 1142 13 0.1 1x10°
Ene98 | <500 1153 933 12
Nov98 | <500 1123 636 18
Oct 99 <50 1043 685 15
Mar 00 <50 952 639 15
LTNP3.1 | 4.02.02 <50 850 651 13
LTNP3.2 | 24.02.03 | <50 800 535 15 8x10°
LTNP3.3 | 8.10.03 <50 819 600 14
LTNP3.4 | 120404 | <50 823 567 15
LTNP3 | LTNP3.5 | 10.01.05 | <50 830 604 15 3x10°
LTNP3.6 | 26.01.05 | <50 830 604 15 2.2
Jul 05 <50 867 554 16
Ene 07 <50 812 529 15
Sep 07 <50 942 732 13
Abr 08 <50 539 275 2
Oct 08 <50 515 204 25
Feb 09 <50 512 432 12
Jun 09 <50 633 540 12
May 98 | <500 931 1257 0.7
Feb 99 674 1148 1489 08
Ene 00 58 1185 1501 0.8
LTNP 5 Feb 01 <50 1132 | 1583 07
LTNP5.1 | 11.06.02 | <50 1095 1412 08
LTNP5.2 | 7.04.03 <50 842 1218 0.7 4x10°
LTNP5.3 | 26.05.04 | <50 592 844 0.7
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Anexo

. Afio Carga | CD4" CD8" B-2 Titulo
Paciente Muestra Viral cel/ml cel/ml CD4/CD8 pg/ml? Ab®
LTNP54 | 1.12.04 <50 762 1044 0.7 4.1
LTNP5.6 | 10.10.05 <50 559 746 0.7 1x10°
Dic 05 <50 728 2128 0.6
LTNP 5 Nov 06 <50 793 1302 0.7
May 07 215 877 1308 0.7
Mar 08 104 756 1123 0.7
Nov 08 <50 865 1283 0.7
Jun 99 <50 1325 610 2.2
Abr 00 <50 1742 747 2.3
Jun 02 <50 1234 595 2.1
Sep 03 <50 1307 714 1.8
LTNP 17 "7oNp17.1 | 10.05.04 | <50 1354 643 21 2x10°
LTNP17.2 | 17.11.04 <50 1220 614 2 1.29
LTNP17.3 | 31.10.05 <50 1440 939 15
LTNP17.4 | 5.06.06 <50 1251 645 1.9 1x10*
Ene 08 <50 1081 607 1.8
Dic 99 90 856 906 0.9
Feb 01 <50 757 843 0.9
LTNP20.1 | 18.10.04 51 894 740 1.2 3x10°
LTNP20.2 | 13.06.05 <50 855 697 1.2 2.48
7
LTNP 20 |_LTNP20.3 | 26.04.06 <50 855 885 1.0 3x10
Ene 07 <50 1028 937 1.1
Feb 08 69 1175 1244 1
Nov 08 <50 1102 1021 1.1
Mar 09 <50 1133 877 1.3
LTNP21.1 | 2.02.05 <50 718 740 1 2x10*
LTNP21.2 | 11.05.05 <50 487 401 1.2 3.2
LTNP21.3 | 1.06.05 <50 433 218 2 2x10*
LTNP 21 Nov 05 <50 373 234 1.6
LTNP21.4 | 16.01.06 <50 512 274 1.9
May 06 <50 793 616 1.3
Oct 06 <50 866 839 1
Ene 98 1343 967 593 1.6
LTNP 56.1 1.06.98 627 1034 507 2
Nov 98 <500 728 432 1.7
LTNP 56.3 | 08.02.99 1762 969 434 2.9
May 99 <50 912 456 2
LTNP56 Oct 99 <50 1162 591 2
LTNP 56.4 | 28.02.00 <50 946 571 1.7
Jun 00 <50 727 371 2
Nov 00 <50 1048 627 1.7
Mar 01 <50 1179 652 1.8
LTNP 56.6 | 11.07.01 300 824 422 2
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Paciente Aiio Carga CD4* CD8" B-2 Titulo
Muestra | Viral cel/ml cel/ml CD4/CD8 pg/ml’ Ab®
Nov 01 <50 987 527 19
LTNP 56.7 | 08.04.02 | 109 974 557 1.7 3X10°
LTNP 56.8 | 15.10.02 <50 1111 591 1.9
Ene 03 51 909 462 2
Jun 03 <50 941 454 2.1
LTNP 56.9 | 15.12.03 <50 828 488 1.7
LTNP56 10 | 14.06.04 <50 972 457 21
. 29.11.04
LTNP 56 | LTNPS6.11 <50 938 437 21 1.8
LTNP56.12 | 20.12.04 <50 938 437 21
LTNP56.13 | 8.06.05 <50 906 466 1.9 3X10°
Dic 05 <50 956 452 2.1
LTNP56.14 | 19.06.06 158 1063 470 23
Dic 06 <50 1087 477 2.3
Jul 07 <50 1279 583 2.2
Ene 08 <50 1235 605 2
Ago 08 <50 1044 405 2.6
Dic 08 <50 1138 513 2.2
Ago 09 <50 1066 467

Tabla 1. Caracteristicas virologicas e inmunoldgicas de los pacientes LTNP ancestrales
a lo largo del seguimiento. Las muestras presentes en el laboratorio presentan la
nomenclatura de LTNP seguido del nimero de la muestra. a) Concentracion de Beta 2
microglobulina, b) Titulo de anticuerpos frente a gp160 del VIH-1.
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combination of deleted viral genomes and host protective factors.

© 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction

Individuals achieving stricter control of viral replication among
long-term non-progressor patients (LTNP) (Buchbinder et al., 1994;
Keet et al., 1994; Learmont et al., 1992; Lifson et al., 1991; Sheppard
et al., 1993) are designated HIV controllers, elite suppressors, or elite
controllers (Bailey et al., 2006; Blankson et al., 2007; and Saez-Cirion
et al,, 2007). We defined a group of ancestral LTNPs showing only
ancestral nucleotide sequences, i.e. sequences close in dating time to
seroconversion (Bello et al., 2005) with a viral dating methodology
(Bello et al., 2004) based on the analysis of nucleotide sequences.
Similarly, another group of LTNPs, referred to as modern, displayed
modern viral dating: i.e. sequence time estimation close to the
sampling date (Bello et al., 2005). In the ancestral group, the viral
dating resulted from the absence of viral evolution since primary-
infection; whereas in the modern subset, the classification was
determined as a consequence of continuous viral replication (Bello
et al., 2005). Because the HIV patients of the study-who display the
ancestral viruses—fulfill all the criteria for HIV controllers or elite
controllers, these distinct categories of HIV controllers or elite

* Corresponding author. Fax: +34 91 509 79 19.
E-mail address: clopez@isciii.es (C. Lopez-Galindez).
! Both authors equally contributed to this work.

0042-6822/$ - see front matter © 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.virol.2009.05.022

controllers and ancestral LTNPs should be considered equivalent.
Similarly, patients with modern viruses are also equivalent to clinical
LTNPs.

The control of viral replication in LTNPs has been associated with
various host, immune, and viral factors. Regarding host characteristics,
certain HLA alleles, particularly HLA B*27 and B*57, have been found
to be overrepresented in LTNPs (Migueles et al., 2000). Other genetic
markers, such as the heterozygous A32 CCR5 genotype have been
related to a longer clinical evolution and control of viral replication
(Stewart et al., 1997; Wu et al., 1997a). Other polymorphisms in CCR2,
CCL3L1 and CCR5 have been associated with LTNPs (Gonzalez et al.,
2001; Gonzalez et al., 2005).

From a virological point of view, important deletions and
deleterious mutations have been found predominantly in the nef
gene (Deacon et al., 1995; Kirchhoff et al., 1995) but also in tat, rev, vif,
and env genes of viruses from LTNPs (Alexander et al., 2000; Calugi
et al,, 2006; Farrow et al., 2005; Wu et al., 1997b). Viral mutations
occurring in the complete genome of one LTNP were reported (Wang
et al., 2003); in the replicating viruses of four Elite controllers
(Blankson et al., 2007); in a transmitted pair (Bailey et al., 2008); in
one Italian patient (Calugi et al., 2006); and recently in 17 elite
controllers LTNPs from a Boston cohort (Miura et al., 2008).

We studied viral evolution in three HIV-1 ancestral LTNPs with
extremely low viral evolution. During follow up of these patients, we
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estimated the genetic variation of the viral quasispecies in the env
gene, and these data were correlated with clinical, immunological and
host markers. Finally, we determined the complete nucleotide
sequence of the viral DNA from the three patients in whom we
detected, as common characteristics, the major presence of deleted
forms and 13 unusual mutations in the viral genome.

Results

Clinical, virological, immunological and host characteristics of
the patients

Viral evolution was studied in viruses from three HIV-1 LTNPs
(patients 3, 20 and 56) with an extreme control of their viral
replication. For these viruses, the time estimation of the nucleotide
sequence or “viral dating” was ancestral—close to the seroconversion
time (Table 1) (Bello et al., 2005). Plasma viral load in those patients,
except for independent blips below 2000 cp/ml, was below the
detection limit (<50 copies/ml) (Table 1 and Fig. 1). DNA copies per
million cells were estimated close to 2 copies in patients 3 and 56 and
at a mean of 55 in patient 20 (Table 1). These characteristics show that
these patients could also be considered HIV controllers or Elite
controllers (Blankson et al., 2007; Pereyra et al., 2008). The viruses
from these ancestral patients were compared with those of two LTNPs
(patients 7 and 30) infected for the same period of time, but
displaying viruses with “modern dating” (Table 1). The viral load of
modern patients was below 2000 copies in patient 7; above this
threshold in patient 30, and the mean DNA load was 14.3 and 46.8
copies/10% PBMC respectively. The co-culture of the patient PBMCs,
performed in one or two samples per patient, was negative in all the
ancestral patients but positive for those with a modern dating. The
same co-culture method (see Materials and methods) was positive in

Table 1
Virological data of the patients.

only one of another 8 ancestral LTNPs but in 6 out of 8 with modern
dating (data not shown).

Regarding immunological characteristics, ancestral patients (3, 20
and 56) presented normal values of CD4+, CD8+ cells and [3-2
microglobulin. In the two modern LTNPs patients (30 and 7) their
values were very different for all markers, including a CD4+/CD8-+
inverted ratio <1 (see Fig. 1 and Table 2).

In relation to host characteristics, patient 3 showed the protective
HLAs B2705/B5801 alleles, patient 56 the B5701, whereas patient 20
showed the B4402 allele together with the protective CCR5 A32
genotype (Table 2). Modern LTNP 7 showed the protective HLA A2601
and B4403 alleles and it was A32 heterozygous, while patient 30
displayed the A2601 haplotype. The analysis of all these virological,
immnunological and host markers support the drastic differences
between HIV-1 ancestral patients and the modern LTNPs.

Phylogenetic analysis of the patient viral quasispecies

Viral evolution was analyzed in the viral DNA from the patients
PBMC. Patient viral nucleotide sequences, in the C2-V5 region of env
gene, were obtained from 6 to 28 nested PCR products per sample
performed at limiting dilution. Each patient studied displayed all its
viral sequences in one cluster of a general tree (data not shown). In the
viruses from the HIV ancestral patients 3, 20 and 56, the Maximum
Likelihood (ML) phylogenetic trees showed extremely short branch
length (Fig. 2) and consequently an extremely low viral evolution
from their MRCA (Most Recent Common Ancestor), in spite of the
ancestral patients having been infected for more than 18 years. The
genetic heterogeneity obtained in each sample was extremely low
(with mean values below 1%) (Table 1). In addition, all viral
divergence values were always below 1.5% and moreover they did
not increase with time (Table 1).

Patient Sampling date Serocon /year® Viral Dating” HIV-1 RNA HIV-1 DNA Heterogeneity® Divergence?
(month/year) (copies/ml) (copies/10°PBMCs)

LTNP3 02/03 <1988 1986 <50 1.0 0.704+0.18 1.27 £0.43
10/03 1986 <50 1.6 0.4240.19 1.00+0.63
04/04 1986 <50 1.2 0.2940.16 1.31+£0.48
01/05 1986 <50 43 127 £0.31 1364+ 0.41

Mean 2.0 0.67 1.23

LTNP 20 10/04 1988 1988 51 75.6 0.5940.16 1.324+0.50
06/05 1988 <50 29.8 0.5240.14 1.2940.50
04/06 1988 68 59.6 0.0140.00 11240.50

Mean 55 0.37 1.24

LTNP56 06/98 <1989 1987 627 1.2 0.5340.17 0.7240.30
02/99 1987 1762 1.6 0.47+£0.14 0.44+0.19
02/00 1987 <50 2.2 0.08 4-0.08 0.234+0.18
07/01 1987 300 ND 0.3440.12 0.5440.26
04/02 1987 109 13 0.23+0.14 0.4240.24
11/04 1987 <50 2.6 0.90+0.25 1.874+0.54
06/05 1987 <50 34 0.154+0.10 0.2840.19

Mean 19 0.39 0.64

LTNP7 09/02 1987 2001 672 13 5.834+0.27 4.78+0.74
09/04 681 13 8.74+0.50 6.1540.12
03/05 818 17 11.334+0.34 9.5541.36

Mean 724 143 8.63 6.83

LTNP30 01/98 <1989 4973 18 9274045 6.99 4+ 0.67
12/98 2000 5062 7 11.0940.55 8.6540.83
04/00 17567 64 11.264+0.43 10.03 £ 1.10
09/01 2518 16 5.00+0.38 13.9540.32
04/02 5890 31 5.574+0.35 14.68 +£0.26
09/02 15381 76 7.654+0.40 13.86 +£0.16
04/04 46819 116 11154046 13.29 4+ 1.05

Mean 14030 46.8 8.71 11.63

a
b

Estimation of the seroconversion year.
Viral dating estimated according to Bello et al. (2004).

c

Heterogeneity is the mean nucleotide genetic distance as a percentage between all pair-wise comparisons of sequences from each time point 4- SEM (See Materials and methods).
Divergence is the mean nucleotide genetic distance as a percentage of all pair-wise comparisons of sequences to the MRCA 4 SEM. (See Materials and methods).
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Fig. 1. Plasma RNA viral load and CD4+ Tcell values over time in the patients studied. Each graph represents plasma viral load and CD4+ T numbers as a function of time. Plasma RNA
viral loads (copies/ml) are shown by solid black circles on the left vertical axis and are joined by a solid line. Empty circles represent viral loads determined by the Amplicor HIV
Monitor test with a detection limit of 500 copies/ml. For samples with an RNA viral load below the detection limit (50 cp/ml), we assigned a value of 50 cp/ml. Numbers of CD4+T
cell counts are depicted on the right vertical axis and marked by solid black triangles and joined by a dotted line. Arrows indicate the samples in which viral quasispecies were
analyzed. In A) are shown the graphs of LTNPs 3, 20 and 56 displaying ancestral viruses; whereas B) display the values of LTNPs 7 and 30 with modern viruses.

In contrast, the phylogenetic trees of the viruses from the two
modern LTNPs (patient 7 and 30) showed a progressive increase in the
divergence from the MRCA (from 4.78 to 9.55% in 3 years and from
6.99 to 14.68% in 6 years respectively) as can be seen by the longer
branches in the phylogenetic trees (Fig. 2B). Viruses from modern
patients also showed much higher heterogeneity values (from 5.83 to
11.33%) in patient 7 and (from 9.27 to 11.15%) in patient 30.

In addition, in every HIV ancestral patient, we found, however,
minority sequences (encircled in the trees of Fig. 2A) showing longer
genetic distances to the MRCA. These sequences displaying more
evolution were observed in one sequence of patient 3 (1.8%), in 2
sequences (2.6%) of patient 20 and in 10 sequences (11%) of patient
56. In patient 3, the evolved sequence (3.5.59) diverged by a mean of
5.6% to the MRCA. In patient 20, sequences (20.1.36 and 20.2.7)
obtained in different years-showed a 5.8% genetic distance to the
MRCA. In patient 56, 10 sequences of sample 11/04 showed a mean

divergence of 2.4%. In spite of the presence of these minority evolved
sequences, all virological data studied showed that viral populations
within this subset of HIV ancestral LTNPs have remained highly
homogeneous and have not diverged from the infecting viral
populations.

Complete nucleotide sequencing

To analyze if the absence of viral evolution observed in the patients
with ancestral dating was a consequence of defects in the viruses,
complete nucleotide sequencing from viral DNA was undertaken. A
complete consensus sequence from sample 01/05 of patient 3, sample
10/04 from patient 20 and sample 11/04 from patient 56 (Table 4),
achieved with the BioEdit program and derived from at least three
different amplifications, was derived from three fragments covering
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Table 2

Immunological and genetic characteristics of the patients.

Patient Sampling year CD4™" cells/pl %CD4* CD8 " cells/pl %CD8+ Ratio 3-2 pg/ml CCR5 HLA-A HLA-B

LTNP 3 02/03 800 43.5 535 29 15 1.7
10/03 819 42.9 600 31 14 +/+ A0201/A0205 B2705/B5801°
04/04 823 44.7 567 31 15
01/05 880 43.8 604 30 15 22

Mean 830 44 576 30 1.5

LTNP 20 10/04 894 43 740 36 12 +/A32 A0201/A2902 B3901/B4402°
06/05 855 43 697 35 12 2.48 -
04/06 855 40 885 40 1.0

Mean 868 42 774 37 11

LTNP 56 06/98 1034 49 507 24 2
02/99 969 54 434 24 2.2 11 AR/ AF A0101/A0201 B1402/B5701
02/00 946 46 571 28 1.7
07/01 824 50 422 26 2
04/02 974 45 557 26 1.7
11/04 938 50 437 23 21
06/05 906 48 466 25 19 21

Mean 941 49 485 25 19

LTNP 7 09/02 603 15 2718 66 0.2 2.7 +/A32 A2601/A2902 B4403/B4901
09/04 570 15 2073 71 0.2
03/05 571 15 3212 74 0.2

Mean 581 15 2668 70 0.2

LTNP 30 01/98 930 36 1058 41 0.3 3.8 +/+ A1101/A2601 B1501/B3501°¢
12/98 723 35 869 43 0.8
04/00 812 35 1016 44 0.8
09/01 933 33 1263 44 0.7
04/02 937 32 1271 44 0.7
09/02 858 30 1218 42 0.7
04/04 691 31 1001 45 0.7

Mean 840 33 1099 43 0.6

All these effects as in (Altfeld et al., 2006).
¢ Bold font indicate a strong protective HLA and A32 protective alleles.
b Underlined haplotypes are genotypes with a milder protective effect.
€ HLA in italics are associated with AIDS progression.

the complete genome (see Materials and methods). Consensus
sequence is shown in Fig. 1 of supplementary material.

The most important and common characteristic found in ancestral
patient's viral DNA was the major presence of deletions in the
genomes. These deletions were dominant in patient's quasispecies
(Table 3). The 247 nucleotides deletion in patient 3 was localized in
pol gene from nucleotide 4865, corresponding to amino-acid 928 in
integrase, until amino-acid 23 in vif protein (Fig. 3). This deletion
maintained the open reading frame between integrase and vif protein
that could result in a fusion protein. In patients 20 and 56, the
deletions mapped in the 5’ LTR (Fig. 3). In patient 20, the major
deletion was of 1088 nucleotides (43% of the quasispecies) although
four other deleted genomes in the same region of 533 nucleotides
(present in 15%) and of 967, 501 and 134 nucleotides were detected
(each present in 7% in the viral population and not shown in Fig. 3).
Patient 56 showed a major deletion of 228 nucleotides (37%) but also
another of 120 nucleotides present in 18% in the viral population (Fig.
3). Genomic analysis of the same LTR-gag region, in 4 other ancestral
patients (with similar viral and clinical evolution), in 5 modern LTNPs
and in 4 regular progressors (Table 3) was performed. This analysis
showed that, although some deletions were observed in other LTNPs
(ancestral and modern) and in regular progressor, the presence of
deleted genomes was higher in the viruses from the ancestral patients
of our study and its frequency decreased until the regular patient
group (Table 3).

In order to evaluate the importance of these deleted DNA viral
forms, we quantified their presence in the viral quasispecies in at least

3 samples from each patient. During the follow up, the deleted forms
were or became dominant in the DNA quasispecies of all patients. In
patient 3, the complete sequence was present at 100% in the first
sample (02/03) studied and it was completely substituted by the
deleted from in the last sample (01/05) (Table 4). Patient 20 showed,
during follow up, the constant frequency of the deleted form at around
75% of the quasispecies (Table 4). Patient 56 showed an increase in the
proportion of the deleted form from 33% in the first sample (04/02) to
75% in the last one analyzed (06/05) (Table 4). These results illustrate
the dominance and imposition of the deleted forms in the ancestral
patients.

Analysis of the mutations occurring in complete genomes

Apart from the major deletions observed in the LTR and integrase
region in pol gene, analysis of the complete viral nucleotide sequence
showed no minor deletions or insertions in the genomes resulting in
non-functional proteins as in other studies (Blankson et al., 2007;
Wang et al., 2002; Miura et al., 2008). In order to look for a possible
role for suboptimal mutations in viral genotype (Alexander et al.,
2001), we analyzed the sequences for infrequent changes. Accord-
ingly, we observed 94 positions altered in at least two viruses, in
comparison with the consensus subtype B sequence from the Los
Alamos data base (LANL) due to a lack of complete genome sequences
from Spanish samples. Fifty five alterations were mutated in the three
viruses studied. In order to analyze their importance, we selected
changes that occurred in conserved positions (those residues present

Fig. 2. Maximum likelihood phylogenetic trees of patients viral sequences in env gene. Partial gp120 env sequences derived from PBMC DNA, at limiting dilution, of patients 3, 20 and
56 in (A) and modern LTNP 30 and 7 in (B). These late patients were used as controls of patients with the same infection time but showing evolution. Phylogenetic trees are
represented along with Spanish reference strain S61 and LAI as outgroups. Sequences are represented with arbitrary symbols corresponding to the sampling year, as explained in the
key. Numbers at branch nodes refer to the booststrap support (only values greater than 60% are shown). Evolved sequences in HIV controllers are included within circular lines.
Branch lengths are drawn to scale, but scale in patients 3, 20 and 56 (0.01) is double than in patients 7 and 30 (0.02).
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Table 3
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Quantification of the deleted genomes in the LTR-gag fragment and pol-vif ORF in the virus from different groups of patients.

Patients 5’ LTR-gag region pol-vif ORF region
PCR+/PCR Complete A Sequence PCR+/PCR Complete A Sequence
performed sequence No. % performed sequence No. %
Ancestral patients
LTNP-3 6+/12 6 0 0 5+/19 0 5 100
LTNP-20 28+/129 6 22 78.5 5+/11 5 0 0
LTNP 56 16+/70 7 9 56 7+/23 7 0 0
Other ancestral®
LTNP-2 11+/25 7 4 36 4+/14 4 0 0
AS-7 10+/25 10 0 0 4+/4 4 0 0
LTNP-1 5+/7 4 1 20 4+/40 4 0 0
LTNP-5 9+/34 9 0 0 3+/19 3 0 0
Modern LTNP®
LTNP-7 11+/18 10 1 9 - - - -
LTNP-14 5+/16 4 1 20 - - - -
LTNP-16 6+/16 6 0 0 - - - -
LTNP-19 6+/16 6 0 0 - - - -
LTNP-30 9+/18 8 1 1 - - - -
Regular progressors®
R-8 11+/15 9 2 18 - - - -
R-20 6+/15 6 0 0 - - - -
R-32 7+/15 7 0 0 - - - -
R-33 6+/15 6 0 0 - - - -

@ Other LTNP with an ancestral dating under study in our laboratory.
b LTNP with a modern viral dating.
€ HIV infected patients with a regular infection.

in at least 70% of the subtype B nucleotide sequences of the LANL data

base), and also considered that the mutated residue was not frequent
in the data base (<15% in subtype B nucleotide sequences) as in

LTNP 3

(Alexander et al., 2001). This analysis disclosed 11 residues and 2
nucleotide positions in the 5’ LTR which are summarized in Table 5.
Among these changes, we identified mutation G123R in p17 gag

pol gene
5" Protease ]|  Reverse transcriptase | RNase H | Integrase 3’15 Vif 3 WT 0%
2252 I | | ]
| | | 4864 247Tbp —mi A 100%
| [ [ ACT.AAA.GAA TTA.GTA.AAA
T K E
928 25 L v K
LTNP 20
e TAR poly A PBS loop DIS SD v ’—’ Gag-Gag Pol
L ; L L WT  21%
! ; - AUG i 1703
o ; 1088 bp . 43%
CCCTCAGACCCTTTTAGTCAG oy AUG i1227 CCGAGCAA
694 ; 533 bp A A
CTCTCTCGACGCA ATATCACCTAGA 15%
LTNP 56
FUS.-» TAR poly A PBS loop DIS SD v " > G“g'G;f kol
p 1 P
] S 1 WT 4%
i 791, A 37 %
5 AGTAGTGTGTG ! G GC\l}iCGAG/\G
I . AUG |
338 18%

— 120 bp L I— A
GAAGCGCGCACGGCAAGAGGCGAGGGGCGG GGGGAAAGAAAAAA

Fig. 3. Schematic representation of the major deletions forms found in the patients studied. In each patient, the upper line correspond the complete wt genome and the lines below
depict the major deleted form with the nucleotide numbers (starting at the beginning of the U3 sequence) before and after the deletions. In patients 20 and 56, the hatched boxes
represent functional motifs in the leader sequence such as the t-RNA PBS, the dimerization (DIS), the splice donor (SD) and the s signals loops (not to scale). In patient 3, the limits of
the deletion are shown in nucleotides and in amino acids. Percentages on the right column correspond to the absolute percentage of each genomic form in the quasispecie.
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Table 4
Quantification of the major deleted DNA forms in the samples analyzed in each patient.
LTNP 3
Sampling date® 02/03 10/03 01/05#
Complete genome 100%* 55%* 0%
Deleted genome 0% 45% 100%
LTNP 20
Sampling date® 10/044# 06/05 04/06
Complete genome 21% 23.5% 24%
Deleted genome 79% 76.5% 76%
LTNP 56
Sampling date® 04/02 11/044# 06/05
Complete genome 66% 44% 25%
Deleted genome 33% 56% 75%

“Sampling time like in Table 1. Quantification of the different DNA forms has been made
by clonal analysis at limiting dilution PCRs.*Quantification performed by acrylamide gel
band analysis. # Samples submitted to complete genome analysis.

located in the last residue of a a-Helix, in the C terminal part of the
protein. We also detected mutations N372S/G, in the middle of p2, as
well as mutation H441Y in the middle of p1. These three mutations
were close to proteolytic cleavage sites. The last two mutations were
also found in a set of replicating virus in a group of American elite
controllers (Blankson et al., 2007). Mutations in gp120 were mapped
in the external part of the protein. Among these 11 common changes,
9 represented strong alterations (level 3 or 4) according to Feng et al.
(1985) (Table 5).

Discussion

Our study of the virological, clinical and immunological character-
istics in three HIV ancestral LTNPs showed extremely low viral
evolution a result that was deduced from the genetic variation values
(Table 1) and the phylogenetic trees (Fig. 2). The complete genome
sequencing of viral DNA, from these patients, showed the major
presence (from 56 to 100%) of genomes with deletions as the
dominant form. In addition, HIV ancestral patients presented several
host protective markers such as HLA B2701, B5701; B5801; or the
B4402; and A32-CCR5 genotype. Although differences were evident
among the patients, the control of viral replication seems to be
achieved by various combinations of virological and host protective
factors (Deeks and Walker, 2007).

These results contrast with those obtained by analyzing modern
LTNPs patients infected for the same time duration but displaying
signs of viral evolution. In these patients, all these virological markers
were different (Table 1, Figs. 1 and 2). In addition, deleted genomes
were present at a lower proportion (Table 3). In this study we have
used the classification of ancestral and modern LTNPs based on the
existence of viral evolution. Our patients fulfilled the criteria of Elite
controllers or HIV controllers: more than 10 years of infection:
<50 cp/ml viral load and blips of less than 2000 copies/ml. Although
these categories account for different markers, these ancestral
patients are equivalent to the HIV controllers or elite controllers.

Although there is a strict control of viral replication in ancestral
patients, multiple evidence showed the occurrence of occasional and
constrained viral replication. Viral replication was deduced, for
example, by the presence of longer branches in the phylogenetic
trees. These sequences were present occasionally and in minor
proportion (from 11% to 1.8%) in the quasispecies (Fig. 2 and Table 3),
and they cannot be considered to have come from a super or co-
infection because they shared, with a high bootstrap value, the same
MRCA with the other sequences of each patient (see Fig. 2). These
evolved sequences probably represent replicating viruses, and they
could correspond to the replicating viruses obtained in another study
with 4 elite controllers (Blankson et al., 2007) or the viruses responsible
for the persistent viremia in another study (Hatano et al., 2009).

The complete genome analysis disclosed that the three viruses
from the ancestral patients presented important deletions. For the

first time in LTNPs, two of the viruses mapped the deletions in the 5’
LTR (Visco-Comandini et al., 1999). It is probable that the detection in
this region is related to the strategy and position of the primers used
for the complete genome sequencing (Miura et al., 2008). To test that
these deletions were not a PCR artifact, we amplified the 5’ LTR region
in these same patients with different primers and with Taq
polymerase instead of the Expand High Fidelity for which we obtained
the same deletions. We also performed the same comparison in the
integrase region in pol gene in patient 3 that resulted in an identical
deletion. In addition, when analyzing patients with a similar infection
time, we found fewer deletions in the 5’ LTR region in 9 other LTNPs: 4
ancestral patients (36% to 0%) and 5 modern LTNPs (20 to 0%). Lower
percentages were found in 4 regular progressors (18 to 0%) (Table 3).
In addition, the presence of deletions in viral quasispecies from
regular progressors has been previously described in the env gene
(Meyerhans et al., 1989) or in other genes (Li et al., 1991).

Deletions in patients 20 and 56 included important motifs for viral
replication in the leader sequence, such as the PBS, DIS, SD, and ¥
loops or the lack of p17 in patient 20 (Fig. 3). These deletions make the
replication of these viruses unlikely. In addition, the viral deletion in
virus from patient 3 maintained the open reading frame between
integrase and vif protein.

Both the presence of these deleted viruses and their contribution
to the pathology of the infection are still not clear. However the minor
presence of deletions from the ancestral to the modern LTNPs group
(up to 20%) and their low presence (18%) or absence in regular
progressor patients could indicate their importance in HIV pathogen-
esis (see Table 3). Our ancestral patients showed low DNA viral loads;
close to 55 copies per million PBMCs cells in patient 20 or extremely
low, close to 2 cells per million PBMCs in patient 3 and 56. Upon
activation of these reservoir cells, these deleted viral forms will be
transcribed because of their dominance in the quasispecies (from 56%
to 100%). However, they will lead to defective or at least less efficient
virus. In contrast, the replication of the complete virus will be minor

Table 5
Analysis of infrequent mutations found in common in the complete genome of the
patients studied compared to the LANL data base sequences.

Gene Position® Consensus B Patients Acceptability®
NUC AA % Mutation %"
5’ LTR 68 C 95 A 0
453 T 93 G 5
A 2
GAG P17 123 G 79 R 1 3
P2 372 N 72 S 8 5
G 5 3
P1 441 H 79 Y 6 3
POL 9 P 81 IL, 14 3
55 S 76 G 5 5
VIF 130 5] 81 I 3 2
VPU 77 D 82 \% 5 3
ENV
gpl20 292 \Y 91 I 8 5
353 F 87 1L 2 4
Y 9 5
gp4al 756 I 80 F 12 4
NEF 12 G 87 R 1 3

2 Numbering as in the LANL data base.

b percentage of the presence of this nucleotide or amino-acid in the LANL data base.

¢ According to (Feng, Johnson, and Doolittle, 1985), where 6 indicates changes by the
same amino-acid and 1 changes with the strongest alteration.
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which favors the virus control by the immune system. In addition,
these deleted forms could contribute to the control of viral replication
of the complete virus by an interfering mechanism as previously
demonstrated in HIV-1 (Guan et al., 2001; Huang and Baltimore, 1970;
Trono, Feinberg, and Baltimore, 1989). On the other hand, the major
presence of these deleted forms in viral quasispecies could be the
consequence of the elimination, by the immune system at the time of
primo infection (Wang et al., 2002), of the cells harboring the
complete replicating forms. Perhaps, these deleted genomes could
also be generated upon replication of the complete virus by a variant
reverse transcriptase or because of structural motifs (such as loops or
hairpins) in the deleted regions like in the U5 in the LTR.

Analysis of the common but unusual mutations (infrequent amino
acids or nucleotide in conserved residues, Table 5) in the three
patients did not indicate a clear defective phenotype. These mutations
did not suppose premature stop codons, altered catalytic sites or
important changes in the structural motifs of viral proteins as shown
in other studies (Blankson et al., 2007; Miura et al., 2008). The
presence of these unusual mutations or “signature” alterations in
other Spanish samples is unknown because only one complete
genome sequence is available in the LANL data base and also because
few partial nucleotide sequences from Spain are present in these data
bases. Taking into account that the deleterious phenotype could be
conferred by a combination of suboptimal mutations (Alexander et al.,
2001), the replicative characteristics conferred by the different
mutations in single and multiple combinations are under investiga-
tion. A recent study has found only three mutations in the gag gene
(67A, 102E and 389I) with an statistical significance, associated with
HIV elite controllers (Miura et al., 2008). Although these mutations
did not appeared in Table 3 due to the selection criteria, however,
patients 3 and 20 showed the 67A and patients 3, 20 and 56 the 102E
and 3891 in gag gene.

The presence of a high number of common mutations in all three
patient’s viruses indicates a common origin as the consequence of a
founder effect. All the nucleotide sequences from these viruses were,
however, always segregated (by different phylogenetic analysis), in
different branches of phylogenetic trees performed with Spanish
samples (Casado et al. manuscript in preparation). This common
origin of the viruses is in contrast with previous studies where a
common origin was not found in HIV controllers or elite controllers
(Blankson et al., 2007; Miura et al., 2008).

Many host factors have been associated with patients having a non
progressive HIV-1 infection. The strongest association was found with
certain HLA allelles and indeed patients 3 and 56 displayed the B2705,
the B5801 and B5701 alleles respectively (Migueles et al., 2000).
Patient 20 had the B4402 protective haplotype and the B3901 HLA
allele included in the B*27 supertype family that also conferred
protective characteristics. Moreover, this later patient was also
heterozygous for the A32 CCR5 receptor related to a delayed clinical
progression (Stewart et al., 1997). Then the HIV-1 controller patients
studied showed at least one, and even two host markers related with
non progression.

In the viruses from three HIV ancestral patients we have identified
a very limited viral evolution, important deletions and a possible
common phylogenetic origin. In addition, these ancestral patients
showed important host protective alleles. In summary, control of viral
replication in three ancestral patients was achieved by different
combinations of virological and host protective factors.

Materials and methods
Study subjects
We analyzed three patients (3, 20 and 56) from the Centro

Sanitario Sandoval (IMSALUD) who fulfilled the LTNPs criteria:
infected for more than 18 years but also with extreme control of

viral replication. Patients 3, 20 and 56 are considered ancestral
because the viral dating of the resident nucleotide sequence of the
virus was estimated to be close to their seroconversion time (Bello et
al., 2004).We compared these patients to control modern LTNPs
patients (7 and 30) that were infected for the same duration. Plasma
RNA viral load, except for blips in patient 56 and 20, was <50 copies/
ml (or <500 copies in older samples). We analyzed three to six
samples for each patient obtained from 9 to 19 years after
seroconversion and over a period of two to eight years. Patients 3,
56, 7 and 30 have been included in previous studies (Bello et al., 2005,
2007b). Other control patients in the ancestral (LTNP-2, AS-7, LTNP-1
and LTNP-5) and in modern LTNP group (LTNP-14, 16 and 19) and 4
patients with a regular progression (R-8, R-20, R-32 and R-33) were
also analyzed in the 5’ LTR and pol regions (Table 3).

Plasma HIV-1 RNA viral load was quantified with the Branched
DNA Siemens versant HIV RNA 3.0 assay (bDNA), with a detection
limit of 50 copies/ml. In the two initial samples from patient 2 and the
three initial samples from patient 56, the detection limit was 500
copies using the Amplicor HIV Monitor test kit, (Roche Diagnostics
Systems, Somerville, NJ).

Virus isolation by co-culture of peripheral blood molecular cells (PBMC)
cells from patients

PBMC and plasma samples were obtained as described by (Casado
et al,, 2001). 4.3x 10 purified CD4+ T cells in patient 3.3x10° in
patient 20 and 6x 10° in patient 56 were resuspended in RPMI 1640
(Bio-Whittaker) supplemented with 10% fetal bovine serum (Gibco)
plus 1% antibiotics (Bio-Whittaker) and Human Recombinant Inter-
leukin 2 (2.5 ng/ml, Sigma). They were co-cultured with 107 PBMC
from a healthy donor previously treated with Mitomicyn C (from
Streptomyces caespitosus, Sigma) for 30 min. The co-culture was
stimulated with 2 pg/ml phytohemaglutinin (PHA-Lectin, Sigma) and
incubated overnight at 37 °C. Next day, the co-culture was centrifuged
at 300 g for 10 min, the supernatant removed and 10’ CD8+ depleted
PBMC, pre-stimulated for three days with PHA, were added. The
culture medium was changed twice a week and the co-cultures were
fed with 107 fresh pre-stimulated PBMC weekly. After 9 days of co-
culture, viral replication was estimated in the supernatant by an ELISA
to measure p24 antigen (Roche Diagnostic). Co-cultures were
maintained and tested for viral replication for one month, but always
with negative results in the HIV ancestral patients.

As a control of the co-culture technique, samples from a group of 8
modern LTNPs were assayed and 6 of the 8 co-cultures were positive,
including patients 7 and 30. Co-culture of PBMCs from 8 other
ancestral LTNPs patients was negative except for one sample in one
patient: this sample had a viral load of 125 RNA copies per ml. This
result could give an estimation of the sensitivity of the co-culture
technique.

Bz-microglobulin determination

Plasma 3,-microglobulin concentrations were measured using an
ELISA (DRG Diagnostics) according to the manufacturer's instructions.
A control value of 1.02 pg was obtained using this kit in a set of 37
uninfected patients (Bello et al., 2005; Michael et al., 1997)).

Characterization of the A-32 CCR5 genotype

Analysis of the A-32 CCR5 genotype was performed on PBMC DNA
by PCR as described by Michael et al. (1997). Primers amplified a gene
fragment of 225 nt for the wild-type allele and of 193 nt for the A-32
CCR5 allele, which were separated in 8% TBE polyacrylamide gel.
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Viral DNA quantification, PCR amplification and nucleotide sequencing

PBMC-associated DNA was obtained from 107 cells by standard
phenol extraction methods. HIV DNA was amplified with different
primers from a single copy by limiting dilution PCR in the C2-V5
region in env gene as explained in (Bello et al., 2007a). PCR products in
the C2 to V5 region of the HIV env were sequenced with primer 27EU
(Bello et al. 2005) using the ABI PRISM Dye Terminator reaction kit
(Perkin-Elmer, Norwalk, Conn.) according to manufacturer's instruc-
tions in an ABI PRISM 377 automated sequencer. All PCRs amplifica-
tions were done with procedural safeguards and physical separation
of sample processing and post-PCR handling steps in order to control
for cross-contamination. For PCR amplification and to minimize the
introduction of non authentic mutations, we used Expand High
Fidelity polymerase (Roche).

Nucleotide sequence and phylogenetic analysis in env gene

Nucleotide sequences obtained by limiting dilution PCRs of the
614-bp C2-C5 fragment in env gene (nucleotides 7068 to 7682 in
HXB2 clone) were examined. Nucleotide sequences were initially
edited using the SeqMan program version 3.61 (Inc. Dnastar, Madison,
Wis) and aligned with program CLUSTAL X version 1.8. Alignments
were later corrected by hand to assure a correct open reading frame.
All positions with an alignment gap were excluded from the analysis.
First, nucleotide sequences were included in a global data base with
the sequences obtained from patients studied in our laboratory and a
phylogenetic tree was constructed to detect cross-contamination
between samples. All samples were segregated in distinct clusters of
the phylogenetic tree, then excluding contamination. For each patient,
best-fit models of nucleotide substitution were selected according to
the Akaike Information Criterion (AIC) in Modeltest 3.6 (Posada and
Crandall, 2001). Maximum likelihood trees were constructed under
this best-fit model using the algorithm implemented in Phyml v.2.4.1
(Guindon et al., 2005), starting the search from a BION] tree (Gascuel,
1997). Phylogenetic confidence was assessed by bootstrap analysis of
1000 replicates.

Intrasample (heterogeneity) and intersample (divergence) genetic
distances within each patient were estimated by the best-fit model of
nucleotide substitution. To estimate viral heterogeneity at a given
time point, we determined the mean and standard error for pair-wise
nucleotide distances between all sequences obtained at that time
point. To estimate viral divergence at a given time point, we
determined the mean and standard error for pair-wise nucleotide
distances between all sequences from that time point and the patient
most recent common ancestor sequence (MRCA). The MRCA for each
patient was obtained using the PAUP4.0b10 program from recon-
structed trees by the Maximum likelihood method. This MRCA
sequence represents the most distal node of the tree from which all
nucleotide sequences from the patient originate.

Viral dating

An estimation of viral infection time or “viral dating” was deduced,
assuming a molecular clock, from the genetic distance of the
nucleotide sequence of each patient virus to the MRCA of the HIV-1
Spanish epidemic according to (Bello et al., 2004) and (Bello et al.,
2005, 2007b).

PCR amplification and sequencing of the complete genome

To perform the complete genome sequencing, the genome
(9250 bp) was divided into three fragments. In each fragment, from
three to 9 limiting dilution PCR were analyzed. We used nested PCRs
and Expand High Fidelity DNA polymerase (Roche) to amplify viral
DNA. Primer locatization and fragment amplification are shown in

Table 1 of the Supplementary materials. The first PCR, amplified an
1807 bp fragment from the 5’ LTR to the gag region. The second PCR
encompassed a 3545 bp fragment in the pol-vif region. The third
comprised a 3906 bp fragment from vif gene until U5 at the 3’ end of
the HIV-1 genome.

Cycling conditions of the nested PCR for the first fragment were the
following: one cycle of 94 °C for 5 min, 10 cycles of 94 °C for 30 s, 55 °C
for 30 s and 72 °C for 2 min. Subsequently, 25 cycles of 94 °C for 30 s,
55 °C for 30 s, and 72 °C for 2 min with an extension of 5 s each cycle,
and a final step of 72 °C for 10 min. For the second fragment, cycling
conditions were the same except that the annealing temperature was
60 °C and the length of the elongation step was 4 min. For the third
fragment, cycling conditions were the same as for the first fragment
except for the length of the elongation step which was 4 min.

GenBank accession numbers of the viral nucleotide sequences of
the patients are pending.
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Human immunodeficiency virus 1 (HIV-1) dual infections
are considered important because they have been related to
AIDS progression. We identified dual infections in 2 patients
with long-term, nonprogressive HIV-1 disease; the first pa-
tient was diagnosed as being already coinfected, on the basis
of the first sample analyzed, but a previous superinfection
could not be excluded; the second patient was diagnosed as
having a superinfection, on the basis of the 9-year difference
between the viral dating of the 2 strains. Dual infections
occur in patients with long-term, nonprogressive disease,
with no immediate clinical manifestations. Such occurrences
could indicate a general phenomenon in natural HIV-1
infections.

Infection with more than 1 strain of HIV-1 has been considered
to be an extraordinary event in the natural history of the in-
fection. However, the detection of dual infections in patients
with HIV-1, as either a coinfection or a superinfection, has
been described, mostly in individuals who have engaged in
high-risk practices [1-6]. Obtaining systematic data on the fre-
quency of HIV dual infections is difficult, but, when different
subtypes circulate, the identification of different strains be-
comes feasible, and superinfection seems to be more frequent
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than previously thought [7, 8]. Moreover, the detection of many
circulating recombinant forms and unique recombinant forms
[8] argues that it occurs at high frequency in the natural history
of HIV-1.

The importance of HIV-1 dual infections is related to their
pathogenic consequences, because most studies have found an
elevated HIV-load set point and disease progression after su-
perinfection [3, 5, 9]. However, the clinical outcome of HIV-
1 dual infection needs to be definitively established. Here we
report the identification of dual infections without apparent
clinical consequences in 2 patients infected, for >18 years, with
long-term, nonprogressive (LTNP) HIV-1 disease.

Patients and methods. Patient 1 was a former intravenous
drug user followed up in an outpatient clinical center (Centro
Sanitario Sandoval, IMSALUD), and patient 2 was a homo-
sexual man treated in the HIV Clinical Unit (Hospital Germans
Trias i Pujol, Laboratory of Retrovirology, IrsiCaixa Founda-
tion). Both patients were included in the study after they gave
free and informed consent, according to the guidelines of the
institutional ethical committees. Patient 1 had been infected
for at least 18 years, patient 2 for 20 years. Both patients had
remained asymptomatic without antiretroviral therapy and with
CD4 levels >500 cells/mL, fulfilling the LTNP criterion. The
immunologic and virologic data, together with the samples
analyzed, are summarized in figure 1. Plasma HIV-1 RNA was
quantified by use of the Amplicor HIV Monitor test kit, with
a detection limit of 50 copies/mL (Roche Diagnostics Systems),
according to the manufacturer’s instructions.

Five samples from each patient were analyzed (figure 1).
Peripheral blood mononuclear cells were obtained by use of
standard protocols, and viral DNA was obtained from 1 X 107
cells by a standard phenol-extraction method. HIV DNA was
amplified from a single copy in the C2-V5 region of the env
gene, by use of limiting-dilution polymerase chain reaction
(PCR) with different primers [10]. The final PCR products (661
bp), spanning the C2-V5 region of the HIV env gene, were
sequenced by use of primer 27EU and the ABI PRISM Dye
Terminator reaction kit (Perkin-Elmer), according to the man-
ufacturer’s instructions, in an ABI PRISM 377 automated
sequencer.

Unique nucleotide sequences obtained from different points
in each patient were aligned by use of the CLUSTAL X program
together with HIV reference sequences (http://www.hiv.lanl
.gov/content/index) and with Spanish-patient nucleotide se-
quences, obtained from the HIV database and from our lab-
oratory, and then were hand-edited. All positions with an align-
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Clinical and virologic data on 2 patients with HIV-1, including CD4'T cell percentage (black circles) and human immunodeficiency virus 1

(HIV-1) RNA viral load (black downward-pointing triangles), at various sampling times during follow-up. The downward-pointing arrows indicate the

samples analyzed in the present study.

ment gap were excluded from the analysis. Best-fit models of
nucleotide substitution were selected according to the Akaike
information criterion in Modeltest (version 3.6; David Posada
Web page, http://www.darwin.uvigo.es). Maximum-likelihood
trees were estimated under the best-fit model by use of the
algorithm implemented in Phyml (version 2.4.1; http://
www.atge. lirmm-fr/phyml) and by starting the search from a
BIONJ tree. Phylogenetic confidence was assessed by bootstrap
analysis of 1000 replicates [10]. Identical sequences derived
from the same or different samples were used only once to
reconstruct the phylogenetic tree shown in figure 2.

To perform the viral dating of the different viral populations
in each patient, the genetic distance of the reconstructed most
recent common ancestor (MRCA) for each clade was compared
with that of a reconstructed MRCA for the Spanish epidemic.
The viral dating time was estimated by use of a linear-corre-
lation equation previously developed on the basis of a large set
of Spanish samples, an equation that correlates the V3 nucle-
otide-sequence divergence to the Spanish-epidemic MRCA and
the sampling time [11, 12]. (Genbank accession numbers are
EF517970-EF518214.)

Results. Phylogenetic analysis of viral sequences obtained
from Spanish patients with LTNP HIV-1 disease and of nucle-
otide sequences derived from unrelated Spanish patients with
HIV-1 disease (either LTNP or typically progressive) showed
that all isolates were subtype B. Nucleotide sequences obtained
from each patient formed monophyletic groups with high boot-
strap values (>75%), except for patients 1 and 2, each of whose
nucleotide sequences were separated into 2 groups (a and b in
figure 2), situated in different branches of the tree, and sup-
ported by bootstrap values >85%.

The mean genetic distances between groups a and b—5.4%
for patient 1 and 11.2% for patient 2 (table 1)—were higher
than the genetic distances to other nonepidemiologically related
Spanish HIV-1 isolates (table 1), as indicated in other studies
[3]. For patient 1, the range of genetic distances between each

clade and unrelated HIV Spanish isolates was 2.2%—17.8% for
clade a and 2.0%-18.3% for clade b; the corresponding values
for patient 2 were 6.3%-19.2% for clade a and 7.4%-20.4%
for clade b. The presence of 2 statistically differentiated clusters
within these 2 patients’ quasispecies, together with the greater
genetic distance between clusters a and b compared with that
in unrelated viruses, indicates that HIV dual infection with
subtype B has occurred in these 2 patients.

Because the 2 groups (i.e., a and b) of nucleotide sequences
were present in all the analyzed samples from each patient and
because no samples close to the seroconversion time were avail-
able, it was not possible to determine whether coinfections or
superinfections had occurred. To address this problem, we per-
formed viral dating of the different patients’ clusters, according
to the method that our laboratory had established for Spanish
isolates and that has been explained in the “Patients and meth-
ods” section above. According to this method, we interpolated
the year of the nucleotide sequence of each of the different
patient clades (table 1). The years obtained for clades a and b
for patient 1 were identical (i.e., 1992), whereas those obtained
for clades a and b for patient 2 were different; for the latter
patient, the dating year for clade a was 1987, close to the se-
roconversion time, and the dating year for cluster b was 1996
(i.e., 9 years later). The viral dating indicates that a superin-
fection had occurred in patient 2, whereas analysis of the first
sample from patient 1 showed that he already was coinfected,
although a previous superinfection could not be ruled out.

Discussion. In the present report, we have presented data
on dual infections, with subtype B variants, in 2 patients with
LTNP HIV-1 disease who had no clinical manifestations. Al-
though both patients had LTNP characteristics, >15 years of
infection, and no clinical symptoms and had not received an-
tiretroviral therapy, they showed different levels of CD4" T cell
counts, RNA viral load, and risk practices. Whereas patient 1
showed multiple peaks in viral load and a continuous but slow
decline in CD4" T cell count, patient 2 showed a more constant
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Figure 2. Maximum-likelihood tree calculated on the basis of unique nucleotide sequences derived from the V3—C5 env region from Spanish patients
with HIV-1. Nucleotide sequences from patients with long-term, nonprogressive (LTNP) disease are underlined, except for those from patient 1 (white
circles, denoted by boldface “1a” and “1b”) and patient 2 (black dots, denoted by boldface “2a and “2b"). Nucleotide sequences from Spanish patients

without LTNP disease are in shown in standard typeface; reference strains
obtained from LTNP quasispecies analysis are collapsed and are represented
clade are denoted by boldface numbers. All quasispecies studied resulted in
different clusters. The scale bar at the bottom of the figure represents 10%

CD4" T cell count, undetectable or low RNA 1 load, and 2
sporadic blips. Both individuals were and remain classified as
having LTNP disease.

We used a phylogenetic approach to distinguish between
coinfection and superinfection events. It is known that a mo-
lecular clock operates in HIV-1 evolution, and this has per-

from different subtypes are shown in gray and are italicized. Subtrees
by the gray-shaded leftward-pointing triangles. Bootstrap values for each
single clusters, except for those from patients 1 and 2, which formed 2
genetic distance.

mitted estimation of the time of origin of either the global
epidemic or the epidemic in individual countries [13], although
the approach depends on the method used. Along this line, we
have previously demonstrated that a molecular clock operates
in the Spanish HIV-1 epidemic [12]. This approach allowed us
to estimate the viral dates for different isolates and to detect
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Table 1. Characteristics of patients and clades defined in figure 2.
Year Genetic distance, %
First Heterogeneityb From
documented  Dating of nucleotide within clade, Between unrelated
Source HIV-1* test sequences® mean *+ SE clades,® %  isolates®
Patient 1 1986 5.4
Group a 1992 1.18 + 0.18 2.2-17.9
Group b 1992 4.70 = 0.50 2.0-18.3
Patient 2 1988 11.2
Group a 1987 0.93 + 0.22 6.3-19.2
Group b 1996 1.15 + 0.34 7.4-20.4

@ Estimated on the basis of the genetic distance to a reconstructed Spanish most recent common ancestor

(MRCA), according to the method of Bello et al. [11].

b Calculated in terms of nucleotides and between all pairwise comparisons of sequences within each clade.
¢ Between the reconstructed most common recent ancestors in the clades.
9 Between the reconstructed most recent common ancestor in each clade and the nucleotide sequences

obtained from Spanish patients with HIV-1.

sequences with different dates within individual quasispecies
[11, 14]. Using this methodological approach, we obtained the
same date for the 2 viruses in patient 1 (1992) and different
dates (1987 for clade a and 1996 for clade b) for the 2 viruses
in patient 2. These results strongly suggest that patient 2 was
infected with 1 virus and then, 9 years later, became superin-
fected with another virus, which showed an 11.2% genetic dis-
tance from the first virus. In contrast, patient 1 was coinfected,
for at least 18 years, with 2 viruses differing by a genetic distance
of 5.4%, although it is not possible to rule out a previous
superinfection (table 1). The present study indicates the use-
fulness of a viral dating strategy to clarify situations that occur
in HIV-1 viral evolution in infected patients [11, 14]. These
data show that in these 2 patients there was control of the
replication of not only a single virus but also of a second,
divergent strain. Moreover, the superinfection in patient 2 oc-
curred 9 years after the primoinfection and in the presence of
an effective immune control of viral replication.

In most previous reports in the literature, dual infection has
been associated with a clinical deterioration of patients [5].
Only 1 case of superinfection in a long-term survivor has been
described, and this individual showed a clear progression of
disease after an acute febrile illness and the detection of a
superinfecting strain [15]. To our knowledge, the present report
is the first to describe the occurrence of dual infection in 2
patients with LTNP HIV-1 disease who have maintained this
clinical characteristic and who have not shown any sign of either
clinical deterioration or faster clinical progression.

Dual infection has been detectable in these 2 patients with
LTNP HIV-1 disease because of the limited and compartmen-
talized nature of viral replication. Detection of superinfection
by the phylogenetics methods is difficult, because of frequent
recombination, which affects the segregation of subclades and
bootstrap values. This methodological problem, together with

the need for samples to be obtained close to the superinfection
event, could contribute to the underdetection of superinfection.
In general, superinfection has been detected only in patients
in whom an increase in viral load set point or in other path-
ogenic markers has occurred.

Previous reports in the literature [3-6, 9, 15] have generally
assumed that superinfection is associated with disease pro-
gression. Therefore, patients with LTNP disease who have not
experienced disease progression for >10 years could be ex-
pected, a priori, to have no superinfections—or at least a low
rate of superinfection. Moreover, if superinfection occurs in 2
groups of patients with HIV-1 with different characteristics
(e.g., typical and LTNP), it can be considered a general phe-
nomenon that probably occurs in every group of infected pa-
tients. In summary, in the present study we have found that
dual infections also occur in patients with LTNP HIV-1 disease
and are not associated with clinical manifestations.
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ABSTRACT

The objective of the present study was to determine if natural suppression of plasma viremia below the de-
tection limit of commercial assays (50-80 copies HIV-1 RNA/ml) can contain the HIV-1 evolution. HIV-1 qua-
sispecies complexity in PBMC DNA was assessed in the env gene at two time points in 14 long-term nonpro-
gressors (LTNPs). Sequence changes consistent with viral evolution was found in all patients with a median
plasma RNA viral load >100 copies/ml. Evidence of low-level viral evolution was detected in two of four pa-
tients with intermittent viremia and a median plasma HIV-1 RNA load of <80 copies/ml. No significant evo-
lution was observed in the three LTNPs with persistent viral suppression below the detection limit. Overall,
a significant positive correlation (p < 0.001) was observed between viral evolution and plasma RNA viral load
in the LTNPs analyzed. These results suggest that the detection limit of ultrasensitive viremia assays could
represent an important threshold below which intrahost HIV-1 evolution does not occur.

INTRODUCTION

DURING THE FIRST YEARS AFTER SEROCONVERSION about 7-9%
of human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1)-infected
patients spontaneously display at least two consecutive viral
load measurements below 400-500 copies/ml,l’2 and around 5%
of seroconverters have an HIV RNA load below 40 copies/ml
on at least two visits.> However, most individuals show a pro-
gressive loss of control of viral replication over time,*> and
only a small fraction (<1%) of HIV-1-infected patients, called
“HIV controllers™ or “elite suppressors,” appears to be able to
maintain undetectable plasma viremia without antiretroviral
treatment for >10 years.%” Little is known about viral evolu-
tion in patients who naturally maintain undetectable plasma
viremia.

Two recent works have shown evidence for the absence of
viral evolution in some long-term nonprogressors (LTNPs) that
could be classified as HIV controllers,®” suggesting that nat-
ural suppression of viral replication below limits of detection

would be enough to avoid any significant intrahost HIV-1 evo-
lution. Consistent with this hypothesis, a number of studies sug-
gested that HIV-1 evolution and development of drug resistance
can be precluded for several years in highly active antiretrovi-
ral therapy (HAART)-treated patients achieving suppression of
viremia to levels below 20-50 copies/ml.1%-1¢ Yet, other stud-
ies have shown sequence changes consistent with viral evolu-
tion and/or development of drug resistance in some treated pa-
tients who maintain a plasma RNA viral load below 50
copies/ml but exhibit intermittent episodes of very low levels
of detectable viremia (“blips™),'”2? or even in some success-
fully treated patients without plasma HIV RNA blips.?*-26 Thus,
it remains unclear whether the reduction of viral replication to
below the limits of detection of current ultrasensitive assays is
enough to prevent any significant intrahost HIV-1 evolution.

In the present study the relationship between HIV-1 RNA
viral load and the magnitude of viral evolution was investigated
in a group of 14 LTNPs who naturally controlled viral replica-
tion at distinct levels, including seven HIV controllers and seven
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2Servicio de Virologia Molecular, Centro Nacional de Microbiologfa, Instituto de Salud Carlos III, Madrid, Spain.
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LTNPs with persistent viremia. HIV-1 quasispecies complex-
ity from the DNA compartment was assessed in the C2—-C4 env
region at two different time points per patient.

MATERIALS AND METHODS

Study subjects

Patients were selected from two outpatient clinics: “Centro San-
itario Sandoval-IMSALUD” in Madrid, Spain, and “Instituto de
Pesquisa Clinica Evandro Chagas—FIOCRUZ” in Rio de Janeiro,
Brazil. We defined an LTNP as a subject with a documented HIV-
1 infection for more than 10 years, no AIDS-related conditions
without antiretroviral treatment, and for whom >90% of the
CD4* lymphocyte count measurements were =500 cells ul ™.
At the first visit, a clinical history was completed, including epi-
demiological and risk behavior data, particularly since infection
with HIV-1. Patients were scheduled for clinical examination and
laboratory testing (including CD4™" cell counts and plasma HIV-
1 RNA copies) every 6—12 months, at which time serum and cell
samples were obtained and stored. The Spanish LTNPs were from
a previously characterized cohort that participated in a cross-sec-
tional study of intrahost HIV-1 variability.” Patients 30 and 45
had also participated in two longitudinal studies of intrahost HIV-
1 evolution.?”-?® All patients were included in the study after free
and informed consent according to the respective Institutional Eth-
ical Committees.

Laboratory data

CD47 cell counts were measured by flow cytometry (Epics-
XL; Beckman Coulter, CA). Plasma HIV-1 RNA of Spanish
LTNPs was quantified with the Amplicor HIV-1 Monitor test
kit (detection limit, 50 copies/ml; Roche Diagnostics, Branch-
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burg, NJ), while plasma HIV-1 RNA of Brazilian LTNPs was
quantified using the Nuclisens test kit (detection limit, 80
copies/ml; Organon Teknika, Durham, NC).

HIV-1 DNA amplification and sequencing

DNA was obtained from peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) by the standard phenol-chloroform method or by extrac-
tion using the QIAamp DNA kit (Qiagen Inc., Chatsworth, CA).

Viral DNA load from patients 10, 30, 45 (first sample), 58,
64, and 67 was quantified by endpoint-dilution polymerase
chain reaction (PCR),?® and between 20 and 50 copies of viral
DNA were included in the PCR. A 2-ul aliquot of the nested
PCR product was ligated into plasmid pCR2.1, cloned accord-
ing to the TOPO TA cloning kit instructions (Invitrogen, Carls-
bad, CA), and 18-20 clones per sample were sequenced. Al-
though resampling problems cannot be completely discarded,
particularly in those samples with a PCR input close to 20
copies, the high mean viral diversity values and the elevated
number of distinct clones (>15) observed within each sample
clearly suggest that the genetic diversity of cloned samples was
not heavily underestimated.

For those samples at which the very low proviral load did
not allow the simultaneous amplification of at least 20 copies
of provirus (patients 02, 03, 05, 42, 44, 45 second sample, 46,
52, and 56), a different procedure was followed to assess HIV-
1 DNA diversity. In these samples, we diluted the extracted
DNA until no more than 30% of the reactions were positive af-
ter nested PCR, providing a >70% probability that a single vi-
ral template was present in each reaction mixture.?? The nested
PCR products were purified using the Qiagen PCR purification
kit (Qiagen Inc., Chatsworth, CA) and directly sequenced, an-
alyzing between 10 and 20 clones per sample.

Nested PCR was used to amplify the C2—-C4 region of the
env gene. First-round PCR primers were 169ECU and 96ED,°

TaBLE 1. CLINICAL AND EPIDEMIOLOGICAL CHARACTERISTICS OF PATIENTS
Born Seroconversion®
LTNP Gender* (vear) Transmission® Origin (yvear)
2 M 1963 1IVDU Spain 1987
3 M 1957 1IVDU Spain 1988
5 M 1964 Heterosexual Brazil =1993
10 M 1946 Homosexual Spain 1991
30 M 1953 Homosexual Spain 1988
42 F 1954 Heterosexual Brazil 1993
44 M 1967 Homosexual Brazil =1996
45 F 1962 IVDU Spain 1987
46 M 1965 Homosexual Brazil =1992
52 F 1972 Heterosexual Brazil 1996
56 F 1958 IVDU Spain 1989
58 M 1966 Homosexual Spain 1991
64 M 1965 1IVDU Spain 1985
67 M 1965 1IVDU Spain 1989

aM, male; F, female.
PIVDU, intravenous drug user.

“The date of seroconversion was estimated as the midpoint between the most recent
negative and first positive test (separated by less than 2 years). In those patients with-
out a negative test, the uppermost limit for the seroconversion date was set to the first
positive test. All patients were infected with HIV-1 subtype B strains.
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or JH4439 and ES8,3! while second-round PCR was carried out
with 1 ul of the first PCR product and primers 27EU and
167ED,° or ES73° and JH48,3! respectively. Cycling conditions
for first and second round PCRs were as previously described,??
using Taq polymerase, which had an estimated error rate at the
same amplification conditions in our laboratory of 6.6 X 1073
mutations (V. Sanchez-Merino, personal communication). Pu-
rified nested PCR products were sequenced using the ABI
PRISM Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction
Kit and analyzed in an ABI PRISM 377 or 3100 automate se-
quencer (Applied Biosystem, Foster City, CA).

Sequence analysis

All nucleotide sequence analyses were carried out on a frag-
ment of around 500 bp spanning the C2—C4 region of the env
gene. Nucleotide sequences were aligned using CLUSTAL X33
and manually edited. All positions with gaps were excluded
from the analysis. Neighbor-joining (NJ) phylogenetic trees
were constructed using the Kimura two-parameter model, as
implemented in the MEGA version 3.1 program.3* Phylogenetic
confidence was assessed by bootstrap with 1000 replicates.

Genetic distances within each patient were estimated with
the Kimura two-parameter model, with the standard deviation
(SD) calculated from 1000 bootstrapped replicates using the

BELLO ET AL.

MEGA program. For each patient, the following values were
estimated: (1) viral diversity, mean nucleotide distance between
all sequences obtained at the same time point; (2) intersample
distance, mean nucleotide distances between all sequences ob-
tained at two different time points; (3) viral divergence, mean
nucleotide distance between all sequences at a given time point
and the more recent common ancestor (MRCA) sequence; and
(4) net divergence, the difference of the average divergence be-
tween the second and first samples divided by the observation
time (years). The MRCA sequence of a patient represents the
most distal node that includes all of the sequences from the
same patient and was inferred using a maximum-likelihood es-
timation as described previously.?”

Statistical analysis

All statistical calculations were done using the Prism pro-
gram version 2.01 (GraphPad, San Diego, CA).

RESULTS

Patient classification

Fourteen LTNPs were analyzed in the present study (Table
1). Plasma HIV-1 RNA load was periodically assessed with cur-

TABLE 2. MARKERS OF VIRAL REPLICATION

Median RNA Proportion of Consecutive Consecutive
VL2 values < LDP values values VL
Group LTNP (range) (%) < LD¢ > LD¢ detected/year?
1 03 <50 100 9 0 1.4
44 <80 100 12 0 1.7
52 <80 100 13 0 1.9
2 02 51 67 3 1 1.5
(<50-205)
42 <80 67 3 3 2.1
(<80-340)
46 <80 76 7 2 2.4
(<80-1,300)
56 <50 85 10 1 2.7
(<50-1,762)
3 05 340 27 2 5 2.1
(<80-4,300)
45 324 0 0 17 24
(150-1,957)
58 621 0 0 7 3.0
(193-2,151)
4 10 4,352 0 0 15 1.9
(559-20,580)
30 6,680 0 0 18 3.0
(962-46,819)
64 3,196 0 0 10 2.0
(1,665-21,277)
67 8,595 0 0 9 2.3

(2,963-18,426)

2VL, viral load; median HIV-1 RNA load (copies/ml) between 1998 and 2005.

YLD, limit of detection; proportion of viral load determinations below the limit of detection.
‘Maximum number of viral load determinations below and above the limit of detection.
dMean number of viral load determinations per year for each patient.
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rent ultrasensitive assays (detection limit, 50-80 copies/ml) Group 1 (patients 03, 44, and 52) included subjects who
since 1998, and permitted the segregation of patients into four  majntained HIV-1 RNA levels below the limit of quantification
groups according to the level of suppression of plasma viremia  jn al] determinations throughout the study period. Between 9
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FIG. 1. Neighbor-joining phylogenetic trees of partial HIV-1 PBMC-derived gp120 env sequences of LTNPs representing four
different evolutionary patterns: LTNP 52, no viral evolution with no viral sequence variation; LTNP 3, no viral evolution with
very low viral sequence variation; LTNPs 42 and 46, low-level viral evolution; and LTNP 30, high-level viral evolution. Se-
quences are represented by an arbitrary symbol corresponding to the sampling years as indicated in the key. Reference strains
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the earlier ones. Numbers at branch nodes refer to the booststrap support; only frequencies greater than 75% are shown. Hori-
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low the detection limit were observed in those patients. Group
2 (patients 02, 42, 46, and 56) contained individuals with in-
frequent (<35%) episodes of plasma HIV RNA levels (“blips™)
in the low but detectable range (51-2000 copies/ml) and a me-
dian plasma HIV RNA load at or below the detection limit.
These patients displayed up to 3—10 consecutive plasma RNA
viral load measurements below the detection limit, and from
one to three consecutive blips. Group 3 (patients 05, 45, and
58) included LTNPs with frequent (>70%) or persistent plasma
HIV-1 RNA levels in the low but detectable range (90-5000
copies/ml) and a median plasma viremia between 10% and 103
copies/ml. Patients from this group displayed no more than two
consecutive plasma RNA viral load measurements below the
detection limit. Finally, group 4 (patients 10, 30, 64, and 67)
comprised LTNPs with plasma RNA viral load measurements
always above the limit of detection (range, 500-50,000
copies/ml) and a median plasma viremia between 10° and 10*
copies/ml. These groups were defined on a mean of 13 viral
load determinations per subject (interquartile range, 8—17) and
2.2 viral load determinations per year for each patient (range,
1.4-3.0) (Table 2).

All patients from groups 1 and 2 could be classified as HIV
controllers according to the classification proposed by Lam-
botte et al. (subjects with >10 years of documented infection,

TABLE 3.

BELLO ET AL.

who had received no antiretroviral treatment, and for whom
>90% of the plasma HIV RNA load measurements were =400
copies/ml).” It is also interesting to note that previously defined
“ancestral” LTNPs patients with viral sequences dating close
to the seroconversion time® were distributed across groups 1
(patient 03), 2 (patients 02 and 56), and 3 (patient 58), while
“modern” LTNPs (patients with viral sequences dating close to
the sampling time) were placed in groups 3 (patient 45) and 4
(patients 10, 30, 64, and 67).

Evolution of viral sequences in the env gene

The diversity of the PBMC-associated viral DNA was as-
sessed for each patient in one sample taken between 10 and 15
years after seroconversion. In most subjects (except patient 67)
a second sample (taken 2—5 years apart from the first one) was
also analyzed, and the mean intersample distance and the net
annual divergence rate from the MRCA were determined. Be-
tween 10 and 20 clones were amplified at each sampling point
from each patient. Four different evolutionary patterns were
identified according to the levels of viral diversity and ongoing
viral evolution.

In the first pattern, corresponding to patient 52 (aviremic
HIV controller), only one single mutation was observed among

MARKERS OF VIRAL EvoLUTION

Time from Intersample Time between Net divergence/

Group LTNP Diversity (%)* seroconversion (years)® distance (%) samples (years)d vear (%)°
1 03 0.74 = 0.17 15 0.66 = 0.18 2.0 0

44 1.11 = 0.33 10 0.80 = 0.23 5.0 0

52 0 10 0 5.0 0
Mean = SE 0.62 = 0.33 12 0.49 = 0.25 4.0 0
2 02 1.24 = 0.20 15 0.93 = 0.16 2.0 0

42 143 = 0.33 12 1.29 = 0.27 5.0 0.12

46 1.52 = 0.28 13 1.97 = 0.33 5.0 0

56 0.46 = 0.12 10 0.34 = 0.11 5.0 0
Mean = SE 1.16 = 0.24 12 1.13 = 0.34 4.2 0.03 = 0.03
3 05 4.63 = 0.66 12 3.05 £ 048 5.0 0.38

45 3.73 = 046 14 4.19 = 0.47 4.5 0.05

58 1.80 = 0.28f 12 1.75 = 0.31 3.5 0.39
Mean = SE 3.39 £ 0.83 13 3.00 = 0.70 4.3 0.27 = 0.11
4 10 6.00 + 0.50f 13 7.07 = 0.60 3.0 0.71

30 7.49 * 0.67 10 7.88 = 0.84 4.0 0.82

64 4.40 = 0.50 14 5.86 = 0.57 2.5 0.85

67 5.50 + 0.60f 12 nd na nd
Mean = SE 5.85 = 0.64 12 6.94 = 0.59 32 0.79 = 0.04

nd, not done; na, non applicable.

“Mean intrasample genetic distance of viral sequences, analyzed between 10 and 15 years after seroconversion date.
"Time from seroconversion at which the mean viral diversity was measured.

“Mean intersample genetic distance of viral sequences.
dTime interval between the two samples analyzed.

“Mean annual increase of the genetic distance of viral sequences to the MRCA sequence.

Diversity values previously published.’
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sequences from the same or from different time points (Fig. 1).
Thus, the mean viral diversity, intrasample distance, and di-
vergence were 0% (Table 3), indicating a complete lack of vi-
ral evolution.

The second pattern, observed in two aviremic (patients 03
and 44) and two viremic (patients 02 and 56) HIV controllers,
was characterized by an extremely low, but detectable, level of
viral variability (Fig. 1). The mean genetic distances both within
and between samples were always above zero (range, 0.34—
1.24%) (Table 3). These mean genetic distances, however, are
negligible considering the fast intrahost evolutionary rate of the
env gene (~1% per year)® and the long time since patient in-
fection (>10 years) and between samples (2-5 years). This sug-
gests that ongoing viral evolution was minimal or absent in
these patients. Consistent with this idea, isolates from different
samples within each patient were indistinguishable (Fig. 1), and
no measurable increase in distance from MRCA was observed
over a 2-5 year interval (Table 3).

The other two viremic HIV controllers (patients 42 and 46)
displayed a pattern similar to that previously described for pa-
tients 02, 03, 44, and 56, but showed some evidence of limited
ongoing viral evolution. Some variants isolated at earlier time
points gave rise to later variants that were more distant from
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©
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o 0.5+
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z
0.0 1

Log4o plasma HIV RNA (copies/ml)
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the MRCA than the first ones (Fig. 1). The mean viral diver-
sity and intersample distances were low but slightly higher than
those previously described (range, 1.29-1.97%), and a de-
tectable increase of 0.12%/year of the net divergence from the
MRCA was observed in patient 42 (Table 3).

Finally, all patients from groups 3 and 4 displayed a pattern
characterized by a continuous replacement of viral lineages over
time (Fig. 1). These patients exhibited higher levels of mean
viral diversity and intersample genetic distances (~2-8%) and
a detectable increase of the mean annual divergence that ranged
from 0.4% to 0.8% (except patient 45), characteristic of fast
evolving HIV-1 quasispecies (Table 3).

Overall, the mean viral diversity, mean intersample genetic
distance, and mean net divergence rate were all positively cor-
related with the median RNA viral load in the 14 LTNPs ana-
lyzed (p < 0.0001) (Fig. 2a, b, and c).

DISCUSSION
A small fraction of untreated patients, and a significant pro-

portion of HAART-treated patients, can achieve and maintain
prolonged suppression of plasma viremia to below the level of

10.0+ .
r#=0.89 b
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g-? 7.5-4 Xintercept = 36 cop/ml
52
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£§ 507
]
]
s 25-
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2
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2 044
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FIG. 2. The mean nucleotide distance within sample (a), between samples (b), and the mean annual divergence rate (c) for
each subject were plotted against median number (log;( transformed) of viral RNA copies/ml of plasma. The regression line and
95% confidence intervals are shown. Coefficient of regression, p values, and X intercepts are indicated in each graph. (d) Sche-
matic diagram of the proposed relationship between viral load and rate of viral evolution adapted from Grenfell et al.>> Letters
correspond to phylodynamic patterns: (A) overwhelming immune pressure and no adaptation; (B) high immune pressure and low
adaptation; (C) medium immune pressure and high adaptation; and (D) low immune response and low adaptation. Values shown

should not be taken literally.
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detection of commercially available assays. Whether such a re-
duction in viral replication can completely suppress intrahost
viral evolution remains controversial. In this study, we exam-
ined distinct markers of HIV-1 evolution in a group of 14 LT-
NPs patients who were divided into four groups according to
the level of suppression of plasma viremia.Significant differ-
ences in the pattern of viral evolution were observed between
patients of groups 1 and 2 (HIV controllers) and LTNPs of
groups 3 and 4. Consistent evidence of viral evolution was
found in all patients from groups 3 and 4, similar to that pre-
viously described in other LTNPs and typical progressor pa-
tients.3¢40 No or little evidence of ongoing viral evolution was
found in patients from groups 1 and 2, comparable to some
HAART-treated patients achieving undetectable viremia
(<20-50 copies/ml) for several years.!%-16 This suggests that
natural, or drug-induced, control of HIV viremia below the limit
of detection of current ultrasensitive assays would be enough
to prevent any significant intrahost HIV-1 evolution.

Two caveats should be noted. First, since HIV-1 proviral
DNA has an extremely long half-life and can survive for
years,!341-43 comprising both replication-competent and de-
fective viruses, studies based on proviral DNA would not be as
sensitive as studies with viral RNA to detect viral evolution.
Second, the existence of ongoing viral replication and evolu-
tion in others tissue compartments cannot be excluded. Our con-
clusions, however, are in agreement with previous results that
also support a lack of sequence evolution in some LTNP.® In
particular, HIV sequences from subjects 02, 03, and 56 sam-
ples obtained around 2000 had a viral dating close to the pa-
tient’s seroconversion time, suggesting that the proviral DNA
reservoir was probably established during the prime infection.’
It is difficult to explain the dominance of such ancestral provi-
ral sequences up to 16 years after seroconversion in the con-
text of a continuous ongoing viral evolution.

Contrary to previous asumptions,®’ HIV controllers do not
form a homogeneous group of patients, although they all dis-
played viral quasispecies with a very low genetic diversity. Sub-
jects 42 and 46 exhibited evidence of a very limited ongoing vi-
ral evolution, even though their median plasma HIV-1 RNA load
was maintained at <80 copies/ml. This low-level ongoing viral
evolution could be associated with the detection of two or more
consecutive blips in such patients (Table 2), as has recently been
described in successfully HAART-treated individuals.>3> Con-
secutive blips have also been associated with a greater risk of vi-
rological failure of HAART compared to single blips,* and could
represent a potential risk for development of immune escape vari-
ants in viremic HIV controllers. In contrast, no evidence of on-
going evolution was detected in either viremic HIV controllers
with intermittent blips (subjects 2 and 56) or aviremic HIV con-
trollers (group 1). The pattern of low viral diversity observed in
subjects 02, 56, 03, and 44 resembles that of Wang et al. previ-
ously described by for one LTNP that also achieved undetectable
plasma viremia over several years.® Subject 52, however, exhib-
ited an even more homogeneous viral quasispecies with only one
single mutation among 20 templates sequenced from two differ-
ent samples. To our knowledge, this is the first time that such a
low degree of env viral diversity has been described in a chronic
HIV-1-infected patient.

Finally, an overall positive correlation between the degree
of evolution of env sequences and the median RNA viral load

BELLO ET AL.

was observed in the 14 LTNPs. This result is consistent with
previous studies that suggest a direct correlation between viral
evolution rate and plasma viremia (or disease progression
rate),*04-47 but disagrees with other reports that suggest an in-
verse correlation between the rate of viral diversification and
the level of viral replication (or disease progression rate),36-48-52
or no specific association between these parameters.>3-3* These
apparent contradictory observations could be reconciled by a
general phylodynamic framework recently described by Gren-
fell et al.,>> which proposes that a complex correlation exists
between the net rate of viral adaptation (evolution) and the vi-
ral replication level (or rate of disease progression) (Fig. 2d).
According to such a framework, the fastest viral adaptation rate
occurs when a substantial immune response coincides with ap-
preciable virus replication, as in LTNPs of group 4 and typical
progressors (phase C). Lower adaptation rates occur when a
weak immune pressure reduces the strength of natural selection
for escape variants, as in rapid progressors (phase D), or when
a strong immune response greatly reduces the viral population
size limiting the number of escape mutants, as in LTNPs of
group 3 (phase B). However, no viral adaptation is expected
when an overwhelming immune pressure reduces HIV replica-
tion to below a threshold level, as in elite supressors (phase A).

In summary, this work demonstrate that some LTNPs that nat-
urally control viral replication below the detection limit of 50-80
copies/ml seem to exhibit an efficient containment of viral evo-
lution. We postulate that those LTNPs with an efficient suppres-
sion of virus evolution probably represent true nonprogressor pa-
tients and their study may provide important information for the
design of vaccine and therapeutic approaches. The existence of
various degrees of HIV-1 evolution within LTNPs patients must
be taken into account when making comparative studies between
nonprogressors and other progressor categories.
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Within human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1)-infected patients, there are those who
have been infected for more than 10 years with a CD4* cell count of >500 cells pl~" and who
remain asymptomatic without antiretroviral therapy; these patients are designated long-term
non-progressors (LTNPs). In a set of 16 LTNPs, viral dating, DNA viral load, quasispecies
heterogeneity and antibody (Ab) titres against gp160 and 8, microglobulin (8,m) were determined.
Plasma viral RNA and CD4* and CD8™ T-cell numbers were estimated in more than three
samples per patient. Host genetic characteristics, such as A32-CCR5 genotype and human
leukocyte antigen (HLA) genotype and supertypes, and clinical-epidemiological factors were
evaluated. Dating of global populations and of DNA and RNA viral quasispecies identified two
subsets of patients: one displaying only ancestral sequences and the other displaying
predominantly modern sequences. The ancestral patients displayed a significant reduction in RNA
and DNA viral loads, quasispecies heterogeneity, CD8* cell number, anti-gp160 Ab titres and
fom level, and they were also associated with better use of safe-sex practices and higher
presence of the HLA sB58 supertype than the modern subset. Viral dating has therefore
permitted the segregation of LTNPs into two subsets that show very different virological,
immunological, host and clinical-epidemiological characteristics. Moreover, whereas the modern
subset displayed low levels of virus replication, the ancestral group displayed not only a very
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limited virus replication, often to undetectable levels, but also very slow or arrested viral evolution,
maintaining the close relationship of the viral population to the transmitted virus.

INTRODUCTION

The natural history of human immunodeficiency virus type
1 (HIV-1) infection is heterogeneous because of the diverse
duration of the AIDS-free period, although the median time
of appearance of AIDS clinical symptoms is between 8 and
10 years after infection (Bacchetti & Moss, 1989; Hendriks
et al, 1993; Munoz et al., 1989). However, cohort studies
have identified a small fraction of infected people, about
5-10 % (Buchbinder et al., 1994; Keet et al., 1994; Lefrére
et al., 1997; Sheppard et al., 1993), who, despite infection for
more than 10 years, remain symptomless and maintain a
relatively high CD4™ cell count (>500 CD4 ™" cells pl~")
without antiviral therapy (Buchbinder et al, 1994; Keet

et al, 1994; Learmont et al., 1992; Lifson et al., 1991;
Sheppard et al., 1993). Different designations have been
used for these patients, such as non-progressors (Lifson
et al., 1991; Sheppard et al, 1993), long-term survivors
(Levy, 1993), long-term asymptomatics (Keet et al., 1994)
and long-term non-progressors (LTNPs) (Buchbinder
et al., 1994).

LTNPs have been associated with a low viral burden
(Barker et al., 1998; Cao et al., 1995; Hogervorst et al., 1995;
Pantaleo et al, 1995; Rinaldo et al, 1995) and a strong
cellular (Barker et al., 1998; Cao et al., 1995; Harrer et al.,
1996; Hogervorst et al., 1995; Klein et al., 1995; Pantaleo
et al.,, 1995; Rinaldo et al., 1995) or humoral (Cao et al,
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1995; Carotenuto et al., 1998; Hogervorst et al., 1995; Keet
et al., 1994; Lifson et al, 1991; Montefiori et al., 1996;
Pantaleo et al., 1995; Pilgrim et al., 1997; Zhang et al., 1997)
specific immune response. Also, lower non-specific immune
system activation (Buchbinder et al, 1994; Lifson et al,
1991; Sheppard et al, 1993), specific human leukocyte
antigen (HLA) haplotypes (Hogan & Hammer, 2001) and
supertypes (Trachtenberg et al., 2003), a 32 bp deletion in
the CCR5 gene (Dean et al., 1996; Michael et al., 1997) and
infection with less virulent HIV-1 strains (Cao et al., 1995;
Keet et al., 1994; Learmont et al., 1992) are associated with
long-term survival.

HIV-1 has a replication machinery that leads to the
accumulation of mutations, due to the lack of repair
systems. The correlation between viral genetic divergence
and time has been used to trace the origin of the HIV-1
(Korber et al., 2000) and HIV-2 (Lemey et al., 2003) global
or country-wide epidemics (Casado et al., 2000; Lukashov &
Goudsmit, 2002; Robbins et al., 2003), a familial transmis-
sion case (Leitner & Albert, 1999) and the validation of an
old HIV-1 sample (Zhu et al., 1998). Recently, we used the
correlation of genetic divergence with time, derived from
the Spanish epidemic, for dating different HIV-1 viral
subpopulations within patient quasispecies, revealing the
co-existence of ancestral and modern subpopulations (Bello
et al., 2004).

In the present study, we extended the dating of viral
sequences to a group of LTNPs. This analysis permitted the
identification of two subsets of patients, one showing only
ancestral viral sequences and the other showing predomi-
nantly modern viral sequences. We have also compared
several clinical, virological, immunological and host genetic
markers between the subsets.

METHODS

Study subjects. Sixteen LTNP HIV-1-infected individuals were
selected at random from patients of an outpatient clinic [Centro
Sanitario Sandoval, IMSALUD, Madrid (CSS)]. We defined LTNP
patients as subjects with documented HIV-1 infection for more than
10 years, absence of AIDS-related conditions, CD4" lymphocyte
counts of =500 cells prl and no antiretroviral treatment. At the
first visit, a clinical history was completed, including epidemiological
and risk behaviour data, particularly since infection with HIV-I.
Subjects were monitored every 6-12 months and a physical exami-
nation, risk practices and haematological and virological profiles
(including CD4* and CD8™ cell counts and plasma HIV-1 RNA
copies) were assessed at each visit.

Blood samples. Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) and
plasma samples were obtained as described previously (Casado et al.,
2001) and the CD4" and CD8™" cell counts were measured with
mAbs by flow cytometry (Epics-XL; Beckman Coulter).

Separation, amplification and quantification of viral nucleic
acids. PBMC-associated DNA was obtained from 1x 107 cells by
standard methods. Viral RNA was isolated from 200-500 pl plasma
according to Boom et al. (1990). Nested PCR and RT-PCR were
used to amplify the C2-V5 region in env as described previously
(Casado et al., 2001). DNA viral load was determined in the same

region, as reported previously (Rodrigo et al., 1997). To avoid genet-
ic bottlenecking, the first PCR included at least 20 copies of viral
DNA and primers 169ECU (5'-AATGGCAGCACAGTACAATGTA-
CAC-3' at positions 6945-6969; all numbering is as for the HXB2
clone) and 96ED (5'-AGACAATAATTGTCTGGCCTGTACCGT-3’,
positions 7862-7836). The second PCR included a 1 pl aliquot of
the first PCR product and primers 27EU (Casado et al, 2001) and
167ED (5'-ATGAATTCTGGGTCCCCTCCTGAGGA-3', positions
7314-7339). When a low proviral load did not allow the simulta-
neous amplification of at least 20 copies of provirus, two to ten
first-round PCR products were pooled and a 5 pl aliquot was used
in the second PCR to prevent the loss of sequence heterogeneity. In
this study, we analysed two viral populations: the global viral popu-
lation, which is the result of PCR amplification of at least 20 copies
of the DNA sample, and a quasispecies analysis, which refers to the
study of 20 clones of the global population.

Plasma HIV-1 RNA was quantified with an Amplicor HIV Monitor
test kit, which has a detection limit of 50 copies ml! (Roche); in
patients with undetectable viral load, a value of 50 copies was used
for the estimation of mean values.

To obtain the viral RNA sequence from patient plasma, the first RT-
PCR included 50-100 copies of viral RNA, deduced from the viral
load, and primers 169ECU and 96ED. The second PCR included a
1 plaliquot of the first RT-PCR product and primers 27EU and 167ED.

Cloning and sequencing. To obtain the proviral DNA and viral
RNA global sequences from each patient, purified nested PCR and
RT-PCR products were sequenced with primer 27EU by using an
ABI PRISM Dye Terminator kit in an ABI PRISM 377 sequencer
(both from Perkin-Elmer). To analyse proviral quasispecies, a 2 ul
aliquot of the nested PCR product was ligated into plasmid pCR2.1,
cloned according to the TOPO TA cloning kit instructions
(Invitrogen) and 18-20 clones per sample were sequenced.

Dating viral global nucleotide sequences. HIV-1 subtype B V3
env nucleotide sequences from 96 Spanish samples, collected
between 1993 and 2001, were used to generate a Spanish consensus
nucleotide sequence, which contained the most frequent nucleotide
at each position (Casado et al, 2000). Also, the most recent
common ancestor (MRCA) for this nucleotide sequence set (Spanish
MRCA) was inferred by the DNAML program (PHYLIP version 3.1) as
explained previously (Bello et al, 2004). The genetic distance of
each patient’s V3 sequence from the Spanish consensus sequence
was estimated by the Kimura two-parameter model (transition/
transversion ratio, 2-0) as implemented in MEGA version 2.1 (Kumar
et al, 2001) with 100 bootstrapped datasets, or to the Spanish
MRCA by the F-84 method with the DNADIST program (in PHYLIP
version 3.1). These values were used to estimate viral dating by
using the equations derived previously (Bello et al., 2004). Dating
using the Spanish consensus or the Spanish MRCA did not result in
statistically different dates and, for clarity, only the results with the
Spanish consensus are shown in Table 1.

Nucleotide distance analysis. For nucleotide sequence analysis, a
614 bp fragment of the C2-C5 region (nt 7068-7682 in the HXB2
clone) in the env gene was used. Nucleotide sequences were aligned
by using CLUSTAL W (Thompson et al., 1994) and later edited manu-
ally. All positions with an alignment gap in at least one nucleotide
sequence were excluded from the analysis. The mean intrasample
heterogeneity was expressed as the mean distance for all pairwise
comparisons between proviral nucleotide sequences within quasi-
species, estimated by the Kimura two-parameter model (transition/
transversion ratio, 2-0) as implemented in MEGA version 2.1 (Kumar
et al., 2001) with 100 bootstrapped datasets.
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Table 1. Time estimation of patients’ viral populations

Patients were segregated into two subsets according to the dating of the viral global sequences.
‘Ancestral’ classifies patients with a dating close to the seroconversion time and ‘Modern’ identifies
patients with a dating close to the sampling time. —, Negative amplification under our RT-PCR conditions.

Patient Seroconversion year Sampling year Estimated date (DNA)* Estimated date (RNA)*

Ancestral

1 Before 1990 2001 1987415 -
2003 1986 +2-0

2 1987 2001 1988+1-3 -
2002 1988+1-3

3 1988 2002 1987+1-5 -
2003 1986420

27 1986 1998 1987415 -
2000 1990+1-0

29 1987 1998 1991409 -
2000 199140-9

56 1989 1999 1987415 -
2001 1987415

58 1991 1999 1990+1-0 199240-9
2002 199240-9 1992+0-9

Modern

4 1992 2002 2003+1-3 2003413

7 1987 2002 2001 +£0-97 2001409

10 1991 2003 2003+1-3 2003413

24 1988 1998 2001409 2003413

30% 1988 1999 2000+0-7 1998106

38 1988 1998 1999406 -

45% 1987 1998 200040-7 2004+1-3

64 1985 2002 1999406 1999406

67 1989 2002 2002410 1999406

*Dating (mean+SD) of PBMC-associated DNA and plasma RNA global viral sequences, using the
correlation plot between sampling year and genetic distance to the Spanish consensus sequence or to the
Spanish MRCA, as explained in Methods and by Bello et al. (2004); only consensus values are shown.
tIn this patient, DNA dating was performed in individual clones.

fPatients 30 and 45 have been studied in a previous work (Bello et al., 2004).

Serological assays. End-point plasma titres of antibodies to the
gpl60 protein were determined by an ELISA kit (Genelavia Mixt
detection kit; Sanofi Diagnostics Pasteur).

Plasma f},-microglubulin (f,m) concentrations were measured by
using an ELISA (DRG Diagnostics). As a control, the f/om level in 32
HIV-1-negative blood donors was determined.

Characterization of HLA alleles. Generic exon 2 and 3 DNA
amplification for the HLA-A and B genes and hybridization
with sequence-specific probes coupled to fluorescent beads was
performed with LifeMATCH kits (Orchid Diagnostics). Higher reso-
lution by sequence-based typing was also used when needed in order
to precisely define the HLA supertypes (Sette & Sidney, 1999;
Trachtenberg et al., 2003).

Characterization of the A32-CCR5 genotype. Analysis of the
A32-CCR5 genotype was performed on PBMC DNA by PCR as
described by Michael et al (1997). The primers amplified a gene

fragment of 225 nt for the wild-type allele and of 193 nt for the
A32-CCRS5 allele, which were separated in 7% TBE polyacrylamide
gels.

Statistical analysis. Statistical analyses were carried out with the
Statgraphics Plus 5.0 program (Statistical Graphics Corporation)
and SPSS 11-0 (SPSS Inc.). An unpaired Student’s t-test was used to
compare group means, except for DNA proviral load and CD4/CD8
ratio, where a Wilcoxon non-parametric test was used, and in the
analysis of the HLA alleles, where P was calculated by a xz test and
the Bonferroni correction.

RESULTS

Dating of the viral population identified two
subsets of LTNPs

Dating of the viral sequences in a group of 16 LTNPs allowed
the identification of two different subsets. For this analysis,
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we used the correlation of genetic distance with time that
was obtained by our group for the Spanish epidemic by
using two different methods, as reported previously (Bello
et al., 2004) and described briefly in Methods. According to
this methodology, we defined ancestral sequences as those
that date close to the patient’s seroconversion time
(+£3 years), whereas the modern sequences correspond to
sequences that have an estimated date similar to the
sampling time (+2 vyears), as explained previously
(Bello et al., 2004). The dating of patient sequences was
performed on global DNA sequences, confirmed by DNA
quasispecies analysis and reconfirmed by dating global
plasma viral RNA.

The samples analysed were taken between 1998 and 2003
and seroconversion times ranged from 1985 to 1992. Of the
16 LTNPs studied, a subset of seven LTNPs were designated
‘ancestral’ LTNPs, whereas the other nine patients were
identified as ‘modern’ LTNPs. In the ancestral LTNPs, the
global DNA and RNA viral sequences (when amplified), as
well as all individual sequences in the DNA viral quasi-
species, had a dating that was very distant from the sampling
time (9-15 years earlier) and close to the patient serocon-
version time (+3 years) (Table 1). This viral dating indi-
cated very slow or arrested viral divergence in the ancestral
LTNPs. In these patients, the dating of the viral global
sequence was confirmed in a second sample that was
separated from the first by at least 1 year, giving similar
results (Table 1). In the modern subset, the global DNA and
RNA viral sequences and the majority of the individual
sequences in the DNA viral quasispecies analysis had a
dating close to the sampling time ( + 2 years). In the modern
LTNPs, although the DNA viral quasispecies were domi-
nated by modern clones, some individual sequences were
ancestral. The only exception to this trend were the viral
quasispecies of patient 7, where only a minority of the DNA
clones were modern. However, like all the other modern
LTNPs, patient 7 displayed a modern global RNA viral
sequence (Table 1). The modern dating of the viral sequen-
ces in this subset indicated a continuous process of viral
evolution during HIV-1 infection.

Fig. 1. Phylogenetic tree derived from patients’ viral quasi-
species and global sequences in the env gene. Nucleotide viral
sequences of PBMC-derived HIV-1 C2-C5 gp120 env DNA
from patients in whom viral quasispecies analysis was per-
formed (see Table 2) and global sequences from the remaining
patients were processed as indicated in Methods to obtain a
neighbour-joining tree. The Lai reference sequence was used
as outgroup. Numbers at nodes refer to the number of boot-
strap repetitions (out of 1000) in which nucleotide sequences
grouped together. Only bootstrap values >75% are shown. All
sequences from the same patient formed monophyletic clusters
except for patient 64, in whom two separated clades, 64.1 and
64.2, were observed. Bar, 2% genetic distance.
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Virological and immunological characteristics of
patients

To further characterize these two subsets of patients,
several virological and immunological markers were
analysed. Firstly, a phylogenetic analysis of the sequences
from viral quasispecies was performed. This analysis showed
that all sequences from each patient formed monophyletic
groups, with bootstrap values of >75% separating the
sequences between patients, except in patient 64 of the
modern subset, who displayed two distinct clades that
clustered in different branches of the tree (see Fig. 1). Also,
the viral phenotype in all patients was deduced from the V3
sequence; all of the viruses were non-syncytial (Barker et al.,
1998; Hogervorst et al., 1995; Keet et al., 1994).

The virological markers analysed revealed statistically
significant differences in mean quasispecies heterogeneity,
plasma RNA copies and PBMC-associated DNA viral load
between the two subsets (Table 2). The modern subset
respectively displayed higher mean RNA viral loads (3420 vs
275 copies ml~'), DNA viral loads (344 vs 10 copies in
10° cells) and quasispecies heterogeneity (5-8 vs 0-9 %) than

the ancestral subset (Table 2). Only patients with ancestral
viral sequences displayed RNA viral loads below 50 copies
ml~!, DNA viral loads below 10 copies in 10° cells and
heterogeneity values below 1%. All of these markers
emphasize very limited virus replication in the ancestral
LTNP patients.

Immunological analysis revealed no significant differences
in the mean number of CD4% cells between subsets,
although two patients of the modern subset (24 and 67) had
a significantly negative CD4 " slope, suggesting some degree
of disease progression (Table 3). Furthermore, the modern
group displayed higher mean CD8™" cell numbers (1505 vs
793 cells ul ™), anti-gp160 antibody titres (15672 vs 5092)
and f,m levels (2-7 vs 1-7 pg ml~') than the ancestral
subset (Table 3). The mean CD4/CD8 ratio in the subsets
was not significantly different, but only patients with
ancestral sequences showed a non-inverted CD4/CD8 ratio
(patients 2, 3 and 56; Table 3). All of these markers revealed
elevated immune-system activation in patients with modern
viral sequences, characteristic of HIV-1-infected patients
(Barker et al., 1998; Buchbinder et al., 1994; Lefrere et al.,

Table 2. Patients’ virological data

P values between ancestral and modern samples were calculated by Student’s t-test. ND, Not done.

Patient HIV-1 RNA No. samples/years HIV-1 DNA Mean heterogeneity
[copies (ml plasma)_l]* (ratio) T (copies in 10° PBMCs)# (DNA)S
Ancestral
1 111 (<50-367) 8/5 (1-6) 3 ND
2 91 (<50-205) 5/4 (1-25) 0:3+0-1
3 <50 4/4 (1) 5 0-:9+0-2
27 385 (121-643) 6/4 (1-5) ND ND
29 <50 4/4 (1) ND ND
56 473 (<50-2500) 15/6 (2-5) 2 0:5+0-1
58 764 (193-2151) 6/5 (1-2) 31 1-840-2
Mean + SD 2754275 6-8/4-5 (1-4) 10+12 0:9+0-6
Modern
4 765 (108-1953) 4/5 (0-8) 30 ND
7 713 (500-966) 3/6 (0-5) 13 5-1+06
10 3662 (2285-5315) 6/5 (1-2) 100 6:0+0-5
24 5134 (1027-5365) 15/7 (2-1) ND ND
30 7192 (2518-17567) 16/7 (2-3) 110 7-1+0-7
38 <500 4/2 (2) ND ND
45 561 (147-1957) 13/5 (2-6) 18 4:6+0-5
64 3436 (1665-11926) 9/6 (1-5) 320 6:7+0-7
67 8816 (2963-18 426) 9/6 (1-5) 1821 55406
Mean + SD 3420+3111 8-9/5-4 (1-6) 344+ 659 5-8+1-2
p <0-05 >0-05 <0-05 <0-05

*Plasma RNA, mean and range (in parentheses) (detection limit was 50 copies ml~" except for patient 38, for whom it was 500 copies ml™ ).

tNo. determinations performed during the patient’s follow-up in years and ratio (samples per year).

$PBMC-associated viral DNA, assessed only in the first sample on which dating was performed.

§Mean + SD nucleotide distance between all pairwise comparisons of sequences from each patient, assessed in the first sample on which the dating

was performed.
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Table 3. Patients’ immunological data

P values were calculated by Student’s #test.

Patient CD4% cells CD4%" cell loss CD8™ cells CD4/CD8* a-gpl60 Ab titre} pom (png ml™)§
(Ml (uI™' month™)t (uI7h*

Ancestral

1 788 NS 1124 0-7 6997 1-5

2 1342 NS 1114 1-2 6762 1-9

3 911 ND 628 1-5 3437 1-7

27 571 NS 624 0-8 12759 29

29 721 ND 772 0-9 729 1-2

56 965 NS 487 2:0 955 1-1

58 715 NS 799 0-8 4012 1-4

Mean + SD 859+ 250 793 +246 1-14+0-5 5092+4188 1:74+0-6

Modern

4 1101 ND 1412 0-8 15248 3:6

7 787 ND 2299 0-3 16 449 2-7

10 588 NS 1244 0-5 18 664 2:2

24 508 13-23 1364 0-4 12412 2:0

30 827 NS 1058 0-8 15032 3-8

38 1082 ND 1120 0-7 13 347 1-8

45 1070 NS 1314 0-9 13138 2-1

64 560 NS 1873 0-3 20018 2:9

67 638 9:90 1861 0-3 16738 3-5

Mean + SD 796 +239 1505+414 0:6+0-2 15672 +2565 2:74+0-8

p >0-05 <0-05 >0-05 <0-05 <0-05

*No. samples analysed is the same as that given in the third column of Table 2.

tAssessed only when more than five values were available. ND, Not done; NS, not significantly different from 0.

tAntibody titres against gp160 protein, expressed as the reciprocal serum dilution at which the absorbance was equal to the cut-off value after a

regression analysis.

§p,m level was determined only in the first sample on which the dating was performed. As a negative control, the f/om levels in a group of 32

blood donors were determined to be 1-02+0-22, which was statistically significantly different from the two groups of HIV-1 patients.

1997; Lifson et al., 1991; Sheppard et al, 1993). In contrast,
patients with ancestral viral sequences presented values for
the CD4™", CD8 " and f,m markers that were close to those
in uninfected control individuals (Barker et al, 1998;
Buchbinder et al., 1994; Lifson et al., 1991; Sheppard et al.,
1993).

Host genetic characteristics of the patients

Different host genetic characteristics have been associated
with the rate of disease progression, such as the A32-CCR5
genotype or some HLA supertypes. Analysis of the A32-
CCR5 genotype revealed one heterozygous individual in the
ancestral subset (14 %) and three in the modern one (33 %).
These percentages were not significantly different from the
HIV-1-negative population (P> 0-05; Table 4).

The results of the HLA supertype analysis are shown in
Table 4. Regarding the HLA B gene, the only significant
difference found was a higher frequency of the sB58 super-
type in the ancestral subset (57 %) than in the HIV-1-
negative control group (11%) (P=0-007; Table 4). This

frequency was also higher than the frequency in the modern
group (22%), but the difference was not statistically
significant (P> 0-05; Table 4).

Clinical, epidemiological and risk behaviour
characteristics of the patients

To study whether clinical, epidemiological or risk behaviour
history of the patients could also be related to the differences
observed between the subsets, several parameters were
evaluated. No statistically significant differences were found
between the groups in age, gender, infection route or time
from HIV-1 infection, nor in the self-reported use of alcohol
or other drugs (data not shown). The presence of serological
markers for other pathogens, such hepatitis B or C viruses,
Mycobacterium tuberculosis or Toxoplasma gondii, did not
differ between subsets. Re-exposure to HIV after infection
was evaluated by different markers: syringe sharing, sexually
transmitted infections or safe-sex practices. The proportion
of patients that shared syringes (67 vs 17 %) and displayed
sexually transmitted infections (67 vs 29 %) after HIV
infection was higher in the modern subset than in the
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Table 4. Host genetic factors

Numbers in parentheses indicate the absolute no. patients present-
ing the characteristic. P values were calculated by using a j° test
and the Bonferroni correction.

Genotype LTNPs HIV-1~ P

T (n=30/97)%

Ancestral Modern

(n=7) (n=9)

CCR5
A321 14% (1) 33% (3) 13% (4) >0-05
HLA A
sAl 29% (2) 67 % (6) 36 % (35) >0-05
SA2 86% (6) 22% (2) 53% (51) >0-05
sA3 14% (1) 33% (3) 36 % (35) >0-05
sA24 57% (4) 22% (2) 34% (33) >0-05
sA others —(0) 22% (2)  20% (19) >0-05
HLA B
sB7 14% (1) 22% (2) 49% (48) >0-05
sB27 57% (4) 44% (4) 26 % (25) >0-05
sB44 29% (2) 44% (4) 61% (59) >0-05
sB58 57% (4) 22% (2)  11% (11) 0-042 (C vs A%)
sB762 14% (1) 11% (1) 14% (14) >0-05
sB others —(0) 22% (2) 14% (14) >0-05

*HIV-1-negative control groups included 30 individuals for the A32
study and 97 individuals for the HLA study.

tIndicates the A32 heterozygous genotype.

$Control versus ancestral groups.

ancestral one, respectively, but only the practice of safe sex
reached statistical significance. The practice of safe sex
showed 100 % compliance in the ancestral subset, versus
22 % in the modern group (P=0-0032). All patients with
ancestral sequences were partners of HIV-negative indivi-
duals, who were followed thoroughly in the CSS because
they were included in a cohort of discordant couples.
However, as mentioned previously, we only detected a
double infection in one of the patients analysed (patient 64;
see Fig. 1).

DISCUSSION

In this study, dating of the viral population in LTNP patients
allowed the identification of two subsets. One subset
displayed global viral sequences that dated close to the
sampling time (modern LTNPs), whereas the other subset
exhibited global viral sequences that dated near to the
patient’s seroconversion time (ancestral LTNPs). The
segregation of the patients into two subsets was also
supported by several virological, immunological, clinical
and epidemiological markers.

DNA quasispecies analysis revealed a significant difference
in the mean viral heterogeneity between subsets. In the
modern LTNPs, the mean intrapatient quasispecies hetero-
geneity was >4-5 %, whereas in the ancestral LTNPs, this

marker was usually <1%. The modern dating and high
heterogeneity of the viral quasispecies in the modern LTNPs
indicated clearly that the virus is constantly evolving and
accumulating viral divergence, although there is no clinical
progression. In the ancestral LTNPs, however, after so many
years of HIV-1 infection, viral evolution seems to be arrested
or very slow, as suggested by the ancestral dating and low
heterogeneity of the viral quasispecies. These data are
compatible with viral latency. In fact, these individuals often
presented viral loads of <50 copies ml~' and occasional
blips (Table 2). However, these blips appear to correspond
to independent events, as they did not result in the
accumulation of viral genetic variation. In several studies
on viral evolution, it was possible to detect some LTNPs
with highly homogeneous quasispecies, similar to our
ancestral patients (Mani et al., 2002; Markham et al., 1998;
Menzo et al., 1998; Visco-Comandini ef al., 2001). Recently,
Wang et al. (2003) described the first demonstration of lack
of viral evolution in one LTNP.

The segregation of the patients could have been performed
according to the RNA viral load only, and would have
resulted in similar groupings. However, the RNA viral load
did not identify patients with ancestral or modern viral
sequences directly, as there are patients in the ancestral
group with equal or higher viral loads (patients 56 and 58)
than modern ones (patients 4, 7, 38 and 45) (Table 2).
Moreover, the ancestral viral dating gives evidence not only
of a very limited replication, but also of arrested or very
limited viral evolution.

The DNA quasispecies analysis revealed that, in the ancestral
subset, all clones, as well as the global DNA and RNA
sequences, were ancestral. In contrast, the modern subset
showed predominantly modern DNA populations, but the
DNA quasispecies were heterogeneous, with the presence
of ancestral sequences (up to 37% of sequences in the
quasispecies, except in patient 7). As a control on the
presence of ancestral sequences in non-LTNP patients, we
performed the dating in 10 individuals with high viral
loads. At the global DNA level, only modern sequences
were obtained, but this needs to be confirmed at the
quasispecies level and in a larger number of patients.

Segregation of LTNPs into the modern and ancestral
subsets was also supported by immunological markers.
Whereas all ancestral LTNPs displayed almost constant
CD4" cell numbers and values of the CD8* and f,m
markers that were close to those in uninfected control
patients, the modern LTNP subset displayed higher mean
CD8™ cell numbers, anti-gp160 antibody titres and f,m
levels, indicating a superior HIV-1-specific and non-specific
immune activation than in the ancestral group. Patients
with immunological characteristics similar to our ancestral
subset have been reported: Hogervorst et al. (1995)
described that LTNPs could be divided into two groups
according to low or high p24 antibody titres. Several
studies also described a subset of LTNPs with extremely low
viral loads and neutralizing antibodies (Cao et al., 1995;
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Carotenuto et al., 1998; Harrer et al., 1996; Zhang et al.,
1997). Ferbas et al. (1995) identified three patients, among
12 LTNPs, with a low virus burden, but without evidence
of activated circulating anti-HIV CD8™ cells. Finally,
Lefrere et al. (1997) identified two LTNPs, from a group
of 12, with undetectable plasma viral loads and normal
concentrations of IgG, IgA, oM and neopterin. All of these
data support a correlation between HIV-1 replication, HIV
antigenic stimulation in vivo and the anti-HIV immune
response (Ferbas et al, 1995). It is possible that, in the
ancestral LTNPs, the number of circulating virus particles
was not sufficient to elicit a high specific antibody res-
ponse and a non-specific immune-system activation.
At the same time, the low degree of immune activation
resulted in reduced HIV-1 replication, because the
massive replication of HIV-1 takes place predominantly in
activated CD47 cells (Finzi & Siliciano, 1998). In fact,
within the group of 16 LTNPs, a significantly positive
correlation between RNA viral load and different markers of
immune activation (CD8* cell number, f,m concentration
and anti-gpl60 antibody titre) was observed (data not
shown).

Within the host genetic factors analysed, the only significant
difference found was a higher frequency of the sB58 super-
type in the ancestral group compared to the HIV-1-negative
control group (53 and 11 %, respectively) (Table 4). The
sB58 and sB27 supertype alleles, alone or in combination,
were associated with lower viral loads (Trachtenberg et al.,
2003). However, it seems improbable that this HLA super-
type could fully explain the differences between subsets,
as this supertype was also found in the modern LTNPs.
These results, although derived from a small number of
patients, support the notion that a particular host geno-
type, coupled with other viral or host factors, could
contribute to explaining the difference between subsets.

Activation of the immune system has shown to be impor-
tant for virus replication in patients (Fauci, 1996). This
marker was quantified by the f,m marker, which was
statistically significantly different between groups (1:7 +0-6
vs 2:7+0-8 ug ml™!) and different from the control
group (1:0240-22 ug ml™") (Table 3). However, activa-
tion was also analysed in relation to clinical and epidemio-
logical characteristics of the patients, such as exposure to
other infectious micro-organisms or re-exposure to HIV-1.
No significant difference in exposure to other infectious
micro-organisms was found between subsets (data not
shown). However, by the analysis of behavioural markers,
the ancestral group showed a lack of risk behaviour and
a lower opportunity for re-exposure to HIV than the
modern subset, as measured by the safe-sex behaviour
marker (100 vs 22 %, respectively) or syringe sharing (17
vs 67 %, respectively). However, it is worth highlighting
that superinfection or double infection was detected by
phylogenetic analysis in only one individual of the cohort
examined (patient 64 of the modern subset; Fig. 1).

Although HIV-infected individuals could be described by

a continuous spectrum of disease-progression rates, the
segregation of LTNPs into individuals with modern and
ancestral viral sequences also corresponds to patients with
very different virological and immunological characteristics.
Based on the very low viral burden, limited viral evolution
and almost normal immunological parameters, it could be
inferred that the ancestral LTNPs could correspond to
authentic non-progessors or at least to very slow progressors
(Balotta et al., 1997; Ferbas et al., 1995; Harrer et al., 1996;
Lefrere et al., 1997), whereas modern LTNP patients with a
low but detectable viral burden, high viral diversity and
abnormal immunological characteristics could represent the
slow progressors. Therefore, ancestral viral dating in LTNPs
could have prognostic value. The existence of these differ-
ences within non-progressor patients could be particularly
important and must be considered when making compara-
tive studies between LTNPs and other progressor groups.
The heterogeneity of the characteristics of LTNPs could be
seen even within each subset and could be the result of
differences in the relative influence of virological, immuno-
logical and host factors to disease progression within each
patient.

In conclusion, by dating the viral populations that are
present in HIV-1 LTNP patients, we have been able to define
two subsets of individuals that are also differentiated by
several virological, immunological and host characteristics.
Determining the role of the viral, immunological and host
factors that could contribute to the differences within these
patients may provide new insights into the long-term
control of HIV-1 infection.
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