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Resumen

El objetivo principal de este trabajo fue el estudio del virus de la Inmunodeficiencia
Humana Tipo 1 (VIH-1) en un grupo de pacientes no progresores a largo plazo (LTNP),
virémicos, concretamente en un subgrupo que denominamos como modernos. Basindonos en
el analisis de las secuencias nucleotidicas de la regién C2-V5 del gen env de diferentes aislados
en distintas zonas geograficas de Espafia, establecimos una correlacion entre la distancia
genética de estas y la fecha de recogida de la muestra, lo cual nos permitia estimar la datacion
de las secuencias genéticas.

Con este estudio, fuimos capaces de determinar la existencia de dos grupos de
individuos dentro del grupo de LTNP. Definimos un primer grupo de individuos LTNP
“ancestrales”, los cuales se caracterizaban por presentar secuencias nucleotidicas ancestrales
cercanas a la fecha de seroconversion del individuo; y un segundo grupo de LTNP, que
denominamos “modernos”, que tenfan secuencias cercanas a la fecha de extraccion de la
muestra.

La evolucion viral se analizé utilizando el ADN extraido de células mononucleares de
sangre periférica (CMSP) de ocho LTNP “modernos” con mas de diez afios de infeccion en
ausencia de tratamiento antirretroviral.

Los arboles filogenéticos de maxima verosimilitud (ML) mostraron dos patrones de
evolucion claramente diferenciados; uno caracterizado por presentar arboles filogenéticos
similares a los que se encuentran en individuos con progresion crénica (PC), en los que hay un
reemplazamiento de los linajes virales en el tiempo (evolucion “temporal”). El segundo patron
evolutivo encontrado se caracterizaba por la pérdida de estructura temporal anteriormente
descrita, es decir, las variantes virales que estan circulando en un momento dado no son el
origen de las variantes detectadas en momentos inmediatamente posteriores, y se distribuyen
aleatoriamente a lo largo de todo arbol. Con este analisis encontramos que uno de los
individuos LTNP “moderno” estaba doblemente infectado manteniendo su estatus de LTNP
durante casi treinta afos.

Realizamos un analisis de las caracteristicas clinicas, virologicas e inmunolégicas de los
individuos LTNP modernos con el objetivo de determinar la influencia de estos patrones de
evolucion viral distintos en el curso clinico de la enfermedad, concluyendo que los individuos
con un patrén de evolucion “atemporal” parecen tener un mejor pronostico de la enfermedad.

Por dltimo, estudiamos la pérdida de control de la enfermedad en dos de los pacientes
LTNP “modernos”. Analizamos los factores virolégicos responsables de dicha pérdida del
estatus LTNP y encontramos cambios en las subpoblaciones virales asociados a un aumento en

la capacidad replicativa de los virus que produjeron cambios en la progresion de la enfermedad.



Summary

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
(LTNP), particularly in a sub-group classified as modern. Based on the analysis of the
nucleotide sequence in C2-V5 region of env gene of the viruses from 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 thechnique, we were able to determine the existence of two groups
within LTNP. We defined a group of “ancestral” LTNP who showed only ancestral
nucleotide sequences close in the dating to the time of seroconversion; and a second group
of LTNP, referred to as “modern” subjects, 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 modern LTNP with more than ten years of infection and who remain healthy

in absence of antiretroviral therapy

The Maximum likelihood (ML) phylogenetic trees showed in env gene sequences
two different evolutionary patterns; one displayed a strong temporal structure similar to the
pattern described in chronicles progressors, characterized by the continual replacement of
viral variants with time (temporal evolution). The second evolutionary pattern found was
characterized by the lack of temporal structure previously describe, meaning, viral variants
present in one sample were not the origin of the viral variants detected immediately after,
and were ramdonly distributed on the phylogenetic tree. Based on this study, we were able

to determine the existence of one dual infected LTNP modern patient.

We carried out a clinical, virological and inmunological analysis of “modern” LTNP
to determine if different evolutionay pattern found were affecting the disease progression,
concluding that subjects with “atemporal” evolutionary viral pattern seem to have better

disease prognosis.

Finally, we studied the loss viral control in two of this LTNP subjects. We analized the role
of viral factors in this loss finding that switch of HIV-1 subpopulation associated with

enhanced viral replication capacity results in changes in the disease progression.
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1. INTRODUCCION



Introduccion

1.1 El virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1).

1.1.1 La pandemia de VIH/SIDA.

El sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) fue reconocido como una
nueva entidad clinica en el afio 1981 [1, 2]. Se caracterizaba por la presencia de anomalias
inmunolégicas generalmente acompanadas por infecciones oportunistas, desérdenes
neurolégicos y formas inusuales de cancer. En 1983, el VIH-1 fue aislado por vez primera a
partir de nédulos linfaticos de un paciente con linfoadenopatia [3], y en 1984 se demostré
la presencia del virus en las muestras de suero de individuos con SIDA [4]. Los primeros
estudios epidemioldgicos que se realizaron demostraron que este nuevo patégeno 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. Estudios recientes demuestran que la pandemia del grupo
M del VIH-1 se inici6é en Kinsasa (Republica democratica del Congo) alrededor del inicio
de los afios 20 y que la red de transporte que conectaba la poblacion principal del pafs con
otros paises de la region del Africa subsahariana facilité su expansion geografica hacia el
Africa central [5]. Este estudio sugiere que una combinacién de diferentes acontecimientos
durante una periodo historico-social y espacial particular, permitié el establecimiento, la

diseminacion geografica y el crecimiento epidémico de la pandemia del grupo M del VIH-1.

Globalmente, la pandemia de VIH/SIDA continta expandiéndose por los cinco
continentes. Segun las estimaciones mas recientes del Programa Conjunto de las Naciones
Unidas sobre el VIH/SIDA (ONUSIDA) y la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)

www.unaids.org/en/resources/documents/2018/unaids-data-2018) la epidemia de
SIDA se cobré alrededor de 1 millén de vidas en 2017, se estima que 1.8 millones de
personas contrajeron el VIH a lo largo del afo, lo que eleva a 36.9 millones el nimero de
personas que viven con el VIH en todo el mundo. La OMS se ha propuesto que en 2020 se
llegue al objetivo de 90-90-90. Esto se refiere a que el 90% de personas que viven con el
VIH conozca su estado serologico, que el 90% de las personas diagnosticadas reciban
terapia antirretroviral continuada y que el 90% de las personas que reciben terapia
antirretroviral tengan supresion viral. Con respecto a este objetivo en 2017, tres de cada
cuatro personas que vivian con el VIH (75%) conocian su estado. Entre las personas que
conocfan su estado, cuatro de cada cinco (79%) tenian acceso al tratamiento. Y, entre las
personas que tenfan acceso al tratamiento, cuatro de cada cinco (81%) habian logrado la
supresion viral. El 47% de todas las personas que viven con el VIH tienen carga viral

indetectable. Desde el comienzo de la epidemia, 77.3 millones de personas contrajeron la
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infeccién por el VIH y 35.4 millones de persona fallecieron a causa de enfermedades

relacionadas con el SIDA.

En Espafia, segin estimaciones del Ministerio de Sanidad, Consumo y Bienestar
Social, desde que apareci6 el primer caso de SIDA en 1981 y hasta el 30 de Junio de 2018
se han notificado 87.369 casos de SIDA

(https://www.mscbs.gob.es/ciudadanos/enfl.esiones/enfTransmisibles/sida/vigilancia/h
ome.htm). Espafia sigue siendo uno de los primeros paises de Europa en nimero de casos

notificados y en tasa de incidencia (http://www.curohiv.org).

1.1.2 Clasificacion del VIH.

Segiin las caracteristicas genéticas, morfologicas y bioldgicas, el VIH es un
retrovirus perteneciente a la familia Retroviridae, y al género Lentivirus. Los miembros de
este género se diferencian del resto de retrovirus por presentar un fuerte poder citolitico y
se caracterizan por la capacidad de infectar células del sistema inmunitario y por producir
infecciones lentas. La familia Retroviridae engloba diferentes agentes virales que poseen una
enzima, la retrotranscriptasa (RT), que es capaz de copiar el acido ribonucleico (ARN) a
acido desoxirribonucleico (ADN).

Como todos los retrovirus, el genoma del VIH esta codificado por ARN de
polaridad positiva, el cual es retrotranscrito a ADN de doble cadena gracias a 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

interaccion virus-célula y, por tanto, la patogenia de la enfermedad [6-8].

1.1.3 Estructura del virion, organizacion genomica y proteinas del VIH-1

El estudio por microscopia electronica muestra que el virién del VIH-1 tiene una
estructura esférica de 80 a 130 nm de diametro, cuya envuelta externa es una bicapa lipidica
en la que se insertan unas espiculas formadas por glicoproteinas virales (la glicoproteina
externa gpl20 y la proteina transmembrana gp41), que estan asociadas de forma no
covalente en la superficie del virion. La proteina miristilada p17 forma la matriz y se
localiza justo por debajo de la membrana lipidica del virus y mas en el interior del
nucleoide, se encuentra la capsida o “core” en forma de cono truncado (ver Fig. 1.1). La
capsida esta formada por la proteina p24 y en su interior se localiza un complejo

ribonucleoproteico constituido por las proteinas RT, endonucleasa, proteinas de las
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nucleocapsida (p6 y p7), y dos copias del ARN genémico de cadena sencilla y polaridad
positiva de aproximadamente 9800 pares de bases (pb) [9].
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Figura 1.1: Representacion esquematica de la estructura del virién del VIH-1. Tomado de
www.rhodes.edu

En los primeros estadios de la infeccion, el ARN gendémico se transforma en ADN
lineal de doble banda por medio de la RT. LLa molécula de ADN sintetizada es colineal al
molde de ARN, pero contiene repeticiones terminales en sus extremos (LTRs) que no
estan presentes en la molécula de ARN virico. En ellas se localizan importantes regiones
reguladoras, especialmente las relacionadas con el inicio de la transcripciéon y la
poliadenilacién. E1 ADN lineal se transporta al nicleo donde se integra en el genoma de la
célula huésped en forma de provirus a partir del cual se transcriben los nueve genes virales
(ver figura 1.2). Los genes gag, po/ y env codifican las proteinas estructurales y enzimas
virales, componentes esenciales de la particula viral. El producto de la traduccién del gen
gag es la poliproteina precursora Gag que se procesa dando lugar a la proteina matriz (p17),
la proteina de la capsida (p24) y las proteinas de la nucleocapsida (p6 y p7). El producto del
gen pol es la poliproteina Pol cuyo procesamiento da lugar a las tres enzimas viricas: la
proteasa (p11), la RT (p66/51) y la integrasa (p32). La traduccién del gen env resulta en la
glicoproteina gp160, que es procesada por proteasas celulares dando lugar a las proteinas de
la envuelta gpl120 y gp4l. Los genes 7af y rev por su parte codifican las proteinas
reguladoras, encargadas de modular las etapas transcripcional y postranscripcional de la
expresion de los genes virales y esenciales para la propagacion del virus. Por dltimo, los
genes vif, vpr, vpu y nef codifican las proteinas auxiliares o accesorias que, si bien en general

no son necesarias para la propagaciéon del virus en cultivo, su papel iz vivo parece ser muy
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importante participando en los procesos de localizaciéon nuclear del complejo de

preintegracion, asi como en la maduracion y liberacion extracelular de los viriones [10, 11]

nef
U3 RU5 gag
A)
5 LTR vpr
Precursor Gag Precursor Pol Vpr Vpu Tat Rev Precursor Env Nef
B p53 pl190 pl5 pl6é pl4 pil8 gpl160 p27
/ \ Proteasa | Endonucleasa " i
Proteina p15 11 25 Proteina Proteina .
miristilada p p extracelular transmembrane
pl7 Trancriptasa gpl120 gp4l
inversa
Proteina estructur p66/p51
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p24
Proteina de unién Proteina rica en
al nacleo prolina
p7 P9

Figura 1.2. (A) Organizacion genémica del VIH-1. (B) Maduracién de las protefnas viricas.
Tomado de [12].

1.2 Infeccioén por el VIH-1.
1.2.1 Ciclo biolégico del VIH-1.

Las principales dianas celulares del VIH son las células T CD4" y las células del
linaje monocito-macréfago. Los macrofagos y células dendriticas juegan un papel muy
importante en la presentacién de antigenos a las células T CD4', durante dicha
presentaciéon antigénica transmiten la infeccién a las células T CD4". La infeccién de las
células T CD4" por el VIH-1 estd estrechamente asociada al proceso de activacion
fisiologica normal de las células T [13]. Las células T CD4" 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, aunque algunas
sobreviven y retornan a un estado G, de reposo en el cual persisten como células memoria.
En este estado son 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

infeccién productiva solo se produce si hay una activacién de la célula T infectada.
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El ciclo biolégico del VIH-1 comienza con la unién de la glicoproteina de la
envuelta viral al receptor CD4" y al co-receptor CCR5 en la célula diana, seguido de la
fusién de la membrana viral y celular produciéndose la liberacion del nucleo viral en el
citoplasma. Alli, el genoma ARN del virus es retrotranscrito a ADN por la enzima viral RT.
El ADN viral recién sintetizado forma un complejo de pre-integracion (PIC), el cual
comprende el ADN viral, la integrasa viral, proteinas de la capside viral y algunas proteinas
celulares. El PIC entra en el nucleo y media la integraciéon del ADN viral en el genoma
celular. La entrada al nacleo es un proceso activo dependiente de energia [14]. Aunque la
integraciéon del ADN viral puede darse, en principio, en cualquier regién del genoma de la
célula huésped, las regiones diana son, preferentemente, zonas de alta densidad de genes y
de gran actividad transcripcional [15, 16]. Hay varios factores que influencian la seleccion
de los sitios diana, incluyendo la entrada al nuicleo, la fase del ciclo celular, la estructura de
la cromatina, asi como la interaccién de la integrasa viral con los factores de anclaje a la
cromatina como el LEDGF (del inglés lens-epithelium-derived growth factor). El LEDGF
es, probablemente, el factor celular mas importante en la integracién, determinando tanto
la eficiencia como la seleccion del sitio de integracion [14, 17]. Los ultimos hallazgos
confirman que la arquitectura nuclear también tiene un papel central dirigiendo el PIC
hacia un ambiente nuclear permisivo que pueda ayudar a la transcripcion y replicacion del
genoma viral. En contraste con la transcripcion activa del genoma viral que se da en células
infectadas productivamente, los genomas virales estan silenciados transcripcionalmente en
células T CD4+ “resting”, siendo este el principal obstaculo para erradicar el VIH-1 [14].

Estudios recientes han proporcionado evidencias de que la integracién en un gen
particular puede producir la expansion clonal y la persistencia de la célula infectada [18]. En
general, el VIH-1 se integra cerca de genes transcripcionalmente activos y en regiones
abiertas de la cromatina. Dentro del espacio nuclear, no todos los genes activos son
seleccionados de la misma forma, debido a que el VIH-1 tiene preferencia por genes
activos cuya localizacién espacial se encuentre en la parte periférica del nacleo. A pesar de
que la transcripciéon productiva, habitualmente, ocurre después de la integracién, también
puede darse un silenciamiento del genoma viral y, en consecuencia, generar el reservorio

viral persistente [14].
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Figura 1.3. Ciclo biolégico del VIH-1. Tomado de [19]

El tratamiento antirretroviral (TAR) contra la infeccién del VIH-1, que en la
actualidad comprende la combinacion de tres antiretrovirales, reduce los niveles de virus en
plasma por debajo de los limites de detecciéon de los ensayos clinicos. Sin embargo, a pesar
de la supresion de la replicacion viral prolongada con TAR, tras la interrupcién de la terapia
se produce un rapido repunte de la viremia. Por tanto, el TAR no es curativo. La principal
barrera para curar el VIH-1 es el reservorio latente, notablemente estable, en células
“resting” T CD4" de memoria [20]. Las células que comprenden este reservorio tienen
fenotipo de memoria ([21-23]. Las medidas directas del reservorio latente de individuos en
TAR muestran una tasa de eliminacién muy lenta, ya que la vida media de estas células es
muy alta (t V2 3.7 afios) [20, 24]. Con este tiempo de vida media, la eliminaciéon de un
reservorio de 10° células requerirfa 73 afios, haciendo improbable la cura, incluso con TAR
de por vida [20]. El comienzo temprano de la terapia, restringe el tamafio del reservorio,
pero no bloquea su establecimiento. La latencia se explica como una consecuencia del
tropismo viral por células T CD4" activadas, las cuales pueden tener una transiciéon hacia el
estado “resting” de memoria [20]. EI CCR5, co-receptor para la entrada de la mayoria de
las formas de VIH-1 cominmente transmitidos, se encuentra sobre expresado en células T

CD4" activadas.
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Figura 1.4. Modelo del establecimiento de la latencia en la infecciéon por VIH-1 en células T
CD4* de memoria “resting”. A) En el recuadro de arriba aparece el proceso normal de generacién de
células de memoria, desde la exposicion de las células T CD4+ al Ag, el cual conduce a la transformacion de
los blastos, proliferacion y diferenciacion en células efectoras. Muchas células efectoras mueren durante la
fase de contraccion de la respuesta inmune, pero una fraccién sobrevive y gradualmente retorna al estado
quiescente como células T CD4* “resting” de larga vida. La mayoria de células “resting” pierden la expresion
del CCR5, co-receptor para la entrada del VIH-1. B) La activaciéon de las células “resting” por el Ag, sobre
regula la expresion del CCR5 vy revierte otros bloqueos para la replicacién del VIH-1 en las células “resting”,
permitiendo la infeccién productiva en este tipo de células. La mayorfa de los limfoblastos infectados
productivamente mueren rapidamente debido a la muerte celular inducida por activacién, por los efectos
citopaticos del virus o por lisis por los CTL. Como células transicionalmente activadas vuelven al estado
“resting”, donde las formas activas de los factores clave de transcripcion del huésped necesarios para la
expresion de los genes del VIH-1 estin secuestrados. La infeccion en este estado puede conducir a una
infeccion latente mas que a la muerte celular. Tomado de [20]

En la mayorfa de individuos en TAR se encuentran niveles residuales de virus libre

(~ 1 copia/ml) [20]. El analisis de las secuencias de esta viremia residual (VR), revela que
estos virus se parecen a los presentes en la infecciéon temprana, son sensibles al régimen
TAR del paciente y no muestran evolucion. Estos hallazgos sugieren que la VR se origina a
partir del reservorio estable. I.a presencia de la VR sugiere que se estan activando
constantemente células latentemente infectadas. Por lo tanto, la estabilidad del reservorio
latente se debe, muy probablemente, al tiempo de vida media de las células T de memoria y
al rapido recambio de estas células a través de proliferacion [25-27].

La fraccion de secuencias idénticas de VIH-1 en muestras secuenciales obtenidas de
individuos en tratamiento, aumenta con el tiempo, siendo consistente con la proliferacion
de células infectadas [28]. Un estudio de Mandarelli y co/s. (2014) muestra que se pueden

obtener multiples células con el mismo sitio de integraciéon de una tnica muestra de sangre,
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lo que refleja una gran expansion clonal “in vivo” [29]. Otros estudios reflejan un proceso
post-integracion que favorece el crecimiento y supervivencia “in vivo”, de forma que la
integracién en ciertos genes del huésped, contribuyen a la persistencia del VIH-1
estimulando la proliferacion de las células infectadas de forma diferente a la proliferacion

homeostatica [29-31].

Cell death
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Figura 1.5. Dinamica del reservorio latente. El TAR bloquea, en gran parte, las nuevas
infecciones de células susceptibles. En individuos con TAR a largo plazo, el “pool” de células latentemente
infectadas es extremadamente estable (t %2 3.7 afios) por lo que el recambio de células de memoria debe estar
en gran parte equilibrado por proliferacion de las células infectadas previamente. Las células T CD4+ de
memoria “resting” latentemente infectadas ocasionalmente encuentran su Ag relevante y se activan. La
activacion revierte la latencia, permitiendo la expresion de los genes virales y la produccién de virus. En
individuos en TAR, pero se pueden detectar niveles muy bajos en plasma que constituyen la viremia residual.
La proliferacién homeostatica de las células de memoria puede también ocurrir sin la reactivacién de la
expresion de los genes virales. Para algunas células infectadas, la integracién del provirus en genes asociados
con el crecimiento celular pueden también estimular la proliferacion celular. Tomado de [20]

1.2.2. Historia natural de Ia infeccion por el VIH-1.

Cuando el VIH infecta en un nuevo huésped se produce una replicacion viral

. . . 6 .
masiva, alcanzando niveles extremadamente altos del virus en plasma (=10° copias de

ARN/ml), lo cual produce una disminucion en el nimero de células T CD4" (fase aguda de
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la infeccién) [32, 33](ver Fig. 1.6). La alta replicacién viral inicial conduce a una rapida
diseminacion del virus en 6rganos linfoides y otros tejidos del paciente infectado [33].

Entre 2 6 3 semanas post-infeccion se produce una drastica caida en los niveles de
ARN vitico en plasma y un restablecimiento del nimero de células T CD4" [34], asociado
con el desarrollo de una fuerte respuesta celular T' citotoxica, que precede a la aparicion de
anticuerpos especificos [35, 30],

Este nivel basal de la replicacion se denomina “set point” y varia de un individuo
a otro, constituyendo uno de los marcadores virologicos de progresion de la enfermedad
mas importantes [37, 38]. Después de la infecciéon primaria, se inicia la fase clinicamente
asintomatica, de duracién variable, entre la primoinfeccion y el desarrollo de SIDA.
Durante el periodo asintomatico de la infeccidon, se establece un equilibrio entre la
replicacion continua del virus [39-41] y la respuesta inmune del huésped, alcanzando
valores semejantes entre la produccion y la eliminacion del virus [42-45]. Como
consecuencia, los niveles de ARN viral plasmatico permanecen estables [46-49]. Con el
tiempo, el nimero de células T CD4" disminuye continuamente con una tasa estimada de
25-60 células/pl/afo [50] y el virus invariablemente escapa al control inmune. La ultima
etapa de la enfermedad, en ausencia de TAR, se caracteriza por un aumento de la
replicacion del VIH-1 que coincide con una marcada disminucién de células T CD4" (<
300 células/pl) [51-53] produciendo una profunda alteracion del estado general del
individuo, que se caracteriza por la apariciéon de infecciones oportunistas graves, ciertas

neoplasias y alteraciones neurolégicas. (Ver figura 1.0).
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Figura 1.6. Curso clinico de la infecciéon por VIH-1. Se muestra la carga viral y el recuento de células T
CD4+ y CD8+ en las distintas fases de la infeccién en individuos progresores cronicos (PC) [54].
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1.2.3. Patogénesis de la infeccion por el VIH-1.

A pesar de que el curso clinico de la infecciéon por VIH-1 esta bien definido, hay
una gran variabilidad en el tiempo de progresion de la enfermedad entre individuos. La fase
asintomatica puede durar desde varios meses hasta mas de 20 afnos en ausencia de TAR
(revision general en [55]). En la mayoria de los individuos (80-85%), denominados
progresores cronicos (PC), el periodo asintomatico dura entre 8 y 10 afios, hasta presentar
finalmente las enfermedades definitorias de SIDA en ausencia de TAR [56-58].

Existe un pequefo grupo de individuos infectados (1-5%), denominados
progresores lentos o no progresores a largo plazo (PL o LTNP del inglés “Long-term non-
progressor”), en los que el nimero de células T CD4" se mantiene a niveles normales
incluso después de 10 afos de infeccion y suelen presentar un nivel de ARN virico en
plasma bajo en ausencia de TAR [59-64]. Dentro de este grupo de individuos, se ha
descrito un subgrupo, denominado controladores de élite (del inglés Elite controllers) (EC),
que mantienen cargas virales por debajo de las 50 copias/ml en ausencia de TAR [65-71]. A
pesar del aparente control espontaneo de la enfermedad, se ha descrito que un porcentaje
de estos individuos (tanto LTNP como EC) acaban evolucionando finalmente a SIDA [69,
72-75]

La variacion en la duracion del periodo asintomatico parece estar determinado por
la compleja interaccion de factores virales, factores del huésped y factores externos.
Determinar cudles son estos factores y conocer la contribucién relativa de los mismos
resulta esencial para comprender y controlar la evolucion de la enfermedad.

a) Factores virologicos.

Atenuacién viral. Varios estudios sugieren que la infeccién con variantes
atenuadas del VIH puede conducir a una progresion mas lenta de la enfermedad. Se ha
demostrado en algunos LTNP y controladores de élite (ILTNP-EC) (individuos con carga
viral < 50 copias/ml), la presencia de cepas del VIH con deleciones [71] y mutaciones
atenuantes en los genes nef [76-80] vpr [81] rev [82] y vpu [83]. También se ha descrito una
asociacion entre la longitud de la regién hipervariable V1-V2 del gen env y una tasa de
progresion mas lenta [84, 85].

Escape viral. También ha sido implicada en la inmunopatogénesis de la infeccién
por el VIH-1 la apariciéon de mutantes capaces de elucir la respuesta inmune celular y
humoral del huésped. En un trabajo pionero, Phillips y co/s. [86] demostraron la aparicion i

vivo de mutaciones en gag que reducfan o eliminaban el reconocimiento zz vitro de dichas
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variantes virales por parte de las células T CD8+ citotoxicas (CTL) autélogas. Estudios
posteriores han confirmado estos resultados, demostrando una relaciéon directa entre la
respuesta CTL del huésped y la rapida emergencia de mutaciones de escape en env [87, 88],
gag [89] o nef [90-92], tanto durante la primoinfeccion [87, 88, 91, 93, 94] como durante la
fase asintomatica [89, 90, 92, 95, 96]. La emergencia de dichos mutantes se ha visto
asociada, en algunos casos, a un aumento en los niveles de replicaciéon viral y a una
progresion de la enfermedad [89, 90]. Sin embargo, otros estudios sugieren que los
mutantes de escape a CTL pueden suponer un coste lo suficientemente alto en capacidad
replicativa viral [96, 97].

Los aislados del VIH-1 se distinguen, también, por su diferente sensibilidad a la
neutralizacién por anticuerpos especificos. La mayoria de los Ac neutralizan los viriones
libres impidiendo su unién al receptor o interfiriendo con el proceso de fusion [98]. Se ha
descrito la emergencia de mutantes de escape resistentes a la neutralizaciéon por Ac
autologos, que en algunos casos se ha visto asociada a una progresion de la enfermedad
[99-102].

En la mayoria de los individuos, se desarrolla una rapida y potente respuesta
humoral durante la infecciéon primaria, inicialmente frente a la variante que esta circulando
en ese momento y después contra los subsiguientes escapes virales que se van
seleccionando [98, 103, 104]. En un trabajo publicado en 2006 se asoci6 la pérdida de
respuesta de Ac neutralizantes con una predisposicion a la superinfeccion [105]. También
se ha demostrado que cuanto mayor es la amplitud de neutralizacién, mayor es la
diversidad viral de las cuasiespecies [106].

b) Factores del huésped.

La observacion de que individuos infectados a partir de un mismo virus experimentaron
cursos clinicos muy variables puso en evidencia la importancia de los factores del

huésped en la modulacién de la velocidad de progresion a SIDA [84].

Complejo _mayor de histocompatibilidad (MHC). lLa respuesta inmune

especifica del huésped esta condicionada por los alelos del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) del individuo. Cada alelo puede unir un repertorio diferente de
péptidos virales, esto permite un reconocimiento eficaz y la subsiguiente eliminacion del
virus. Se ha demostrado que los individuos infectados por VIH-1 que son homocigotos
para cualquiera de los tres alelos del MHC de clase I (HLA-A, HLA-B y HLLA-C) tiene una
progresion mas rapida de la enfermedad [96]. Por tanto, la heterocigosis en todos los /oci

del HLA de clase I parece tener un papel protector [107]. Distintos estudios han sugerido
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que alelos especificos en los /oci HLA estarfan asociados a diferentes tasas de progresion; lo
cual podria explicarse por la diferente habilidad de los distintos alelos para presentar
eficientemente epitopos virales inmunodominantes. Los alelos B27, B51, B57 y B58 han
sido asociados a una progresion lenta a SIDA [108-110]. Uno de los estudios mas amplios
sobre la asociacion entre haplotipos del HLLA y progresion, describe una clara asociacion de

los alelos HLA antes mencionados con la no progresion a largo plazo [111, 112].

Receptores de quimioquinas. Los receptores de quimioquinas (CCR5 y CXR4)

son utilizados por el VIH como co-receptores para entrar en la célula. Existen mutaciones
en dichos receptores que afectan a la susceptibilidad de las células T CD4" y macréfagos a
la infeccién por el VIH y pueden, por tanto, afectar la velocidad de progresion de la
infeccién (revisiones generales en [109, 110]). La alteracién mejor caracterizada es una
delecion de 32 pares de bases (pb) en el gen que codifica para el co-receptor CCR5 (CCR5-
A32). Esta mutacién fue identificada en 1996 asociada a una reduccién en la susceptibilidad
de infeccién cuando estaba presente en homocigosis, y a una reduccion en la velocidad de
progresion cuando esta presente en heterocigosis [113]. Estudios posteriores han
confirmado estos resultados sugiriendo que la heterocigosis para la mutaciéon en CCR5
disminuye el nimero de co-receptores en la superficie celular disponibles para la entrada
del VIH [110, 114, 115]. La densidad del co-receptor CCR5 en la superficie de las células T
CD4" se ha correlacionado con la carga viral en individuos no tratados [116]. Ademas,
estos datos se ven corroborados por los resultados obtenidos en los dos unicos casos de
curacion del VIH-1, gracias al trasplante de células madre con la alteracién CCR5-A32 en

homocigosis [117, 118].
1.3. Variabilidad del VIH-1.

1.3.1. Generacion de variabilidad.

Una de las caracteristicas fundamentales del VIH-1, comun al resto de los virus
ARN, es su alta variabilidad genética. Los mecanismos responsables de la generacién de
variabilidad en el VIH-1 son dos: la introduccién de mutaciones durante el proceso de
retrotranscripcion debido a la ausencia de mecanismos de correcciéon de la RT, y la
recombinacion.

Tasa de mutaciéon de la RT del VIH-1. Durante el proceso de replicacion del

VIH-1, al igual que en el resto de los retrovirus, intervienen tres sistemas enzimaticos, cada
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uno con su propio potencial para introducir errores. Mientras que la tasa de mutacion es
baja para la ADN polimerasa celular, la RT se caracteriza por tener altas tasas de error,
debido a la falta de actividad enzimatica 3’ exonucleasa que permite corregir las bases mal
incorporadas.

La tasa de mutacion puntual /7 vivo para el VIH-1 ha sido estimada entre 0.3 — 0.4 por
genoma por ciclo de replicacién [119, 120]; esto implica que tras una ronda de replicacion
por cada 10 copias del genoma progenitor entre 3 y 4 copias de media, llevaran una nueva
mutacioén puntual.

Recombinacién. La tasa de recombinacién homologa para el VIH-1 ha sido estimada

en 2 a 3 eventos de recombinaciéon por genoma y por ciclo de replicacion [121]. Este valor
es unas 10 veces superior a la tasa de mutacion. La alta frecuencia de recombinacion
homologa observada en los retrovirus, se debe a la naturaleza diploide del genoma virico.
Para que la recombinacién homologa genere variabilidad, sin embargo, se requiere la co-
infeccién o re-infeccion de una célula por dos o mas virus distintos y el empaquetamiento
de dos genomas viricos distintos en una misma particula (heterocigoto) [122, 123]. El
proceso de retrotranscripcion de tales particulas heterocigéticas puede producir moléculas
recombinantes que contengan fragmentos de ambas secuencias gendémicas progenitoras. La
recombinacion entre virus de distintos grupos y subtipos del VIH-1 ha sido ampliamente
descrita [11]. Aunque es mas dificil de detectar, también se ha descrito la recombinacion
entre virus del mismo subtipo genético [124-128].

Doble infeccién. Una doble infecciéon por el VIH-1 ocurre cuando un individuo es

infectado con dos virus diferentes. Las infecciones dobles pueden dividirse en co-
infecciones y superinfecciones. Una co-infecciéon se define como una infeccién con dos
virus heterélogos simultaneamente o dentro de un breve periodo de tiempo, antes de que la
infeccién por el primer virus se haya establecido y, por tanto, se haya desarrollado una
respuesta inmune. La superinfeccion es definida como la infeccién con un segundo virus
después de que la infeccion inicial y la respuesta inmune esté establecida [124, 129].

El primer caso de superinfeccion en VIH fue descrito en 1987, en un modelo de
chimpancé [130]. Quince anos después, Ramos y co/s. describieron un caso en humanos
[131]. Los articulos inicialmente publicados describfan individuos que habian sido
reinfectados con un virus que pertenecfa a otro subtipo diferente del virus inicial
(superinfeccion intersubtipo)[131, 132]. Estas dobles infecciones han producido numerosas
cepas virales recombinantes (llamadas formas recombinantes circulantes (CRF)) [133, 134].

Dado que la distancia genética entre subtipos del VIH-1 es superior al 30% en el gen de la
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envuelta, este tipo de superinfecciones intersubtipo son las mas faciles de detectar.
Ademas, la respuesta inmune a la infeccion inicial es menos probable que pueda proteger
frente a una superinfeccion con un virus tan divergente. Sin embargo, reinfecciones con
virus pertenecientes al mismo subtipo que el virus inicial también se han descrito [124, 135,
136]. Hasta la fecha, hay publicaciones de superinfecciones intrasubtipo [135-138],
intersubtipo [131, 132, 139-142] e intergrupo [143]. Ademas, se ha descrito el reemplazo de
un virus resistente a drogas antivirales por una superinfecciéon con un virus tipo salvaje
[136]. La mayoria de los estudios anteriormente mencionados describen un aumento de la
carga viral y una disminucién de las células T CD4+ en el momento de la superinfeccion.

Hay autores que asocian una progresion rapida de la enfermedad con la
superinfeccion [144], pero las dobles infecciones también han sido descritas en individuos
no progresores a largo plazo e incluso en controladores de élite que mantienen su estatus a
pesar de estar doblemente infectados [106, 129, 145]. Actualmente se estima que entre el
10-20% de individuos infectados por el VIH-1 estarfan doblemente infectados
dependiendo del grupo de riesgo y de la procedencia geografica [106, 145].

Tasa de evolucion del VIH-1. I.a velocidad de evolucion del VIH-1 (ndmero de

cambios fijados por unidad de tiempo) # vivo es unas 10° veces mayor que la de los
genomas ADN de organismos superiores [146, 147] y se encuentra fundamentalmente
determinada por la elevada tasa de mutacién por generacion (resultante de los errores de la
RT y de la recombinacién anteriormente mencionados), y por el alto recambio poblacional.
En ausencia de TAR, se estima que cada dia se generan del orden de 10 a 10" particulas
viricas a la vez que se destruyen entre 10" y 10° células T CD4" [44, 148]. Las estimaciones
de la tasa de evolucion para el gen env del VIH-1 oscilan aproximadamente entre un 0.24%
[149] y un 1% por afio [150, 151]. Esta velocidad de evolucion sin embargo puede variar
segun distintas consideraciones:

1- de una regién gendmica a otra, siendo po/ la mas conservada y env la que
muestra un mayor grado de variabilidad [149, 150, 152];

2- entre diferentes subpoblaciones del virus dentro de un individuo [153, 154];

3- durante las diferentes fases de la infeccién dentro de un individuo [151];

4- entre distintos individuos [155-157].

Por lo tanto, las estimaciones de la velocidad de evolucién del VIH-1 son

altamente dependientes del contexto.
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1.3.2. Variabilidad del VIH-1 en Ia poblacion humana.

La variabilidad genética descrita para el VIH en la poblacion humana es muy
amplia [158]. Mientras que los aislados del VIH-1 y del VIH-2 difieren un 50% en su
secuencia nucleotidica, esta divergencia se reduce al 35% entre aislados de distintos grupos
del VIH-1 (ver Fig. 1.6). 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 alcanzan valores entre el 2% y el 10% (ver mas
adelante).

Diversificacién del VIH-1 en la especie humana. Fl analisis filogenético de las

secuencias nucleotidicas de los aislados del VIH-1 ha permitido identificar tres grandes
grupos denominados M (“main”), O (“outlier”) y N (“non M, non O”) [159] (ver Fig. 1.7).
El grupo M es el mas importante desde un punto de vista epidemioldgico ya que
incluye la inmensa mayoria de los VIH-1 aislados en todo el mundo. Dentro de este grupo,
se distinguen 8 subtipos: A, B, C, D, F, G, H y J. La clasificaciéon en subtipos dentro del
VIH-1 se realizé sobre la base de los datos de secuencias nucleotidicas disponibles de los
genes gag v env (160). Los subtipos mas abundantes son el C, el B y el A. El analisis
filogenético de un amplio numero de aislados naturales del VIH-1 ha puesto de manifiesto
ademas la existencia de genomas “mosaicos” originados por recombinaciéon entre
diferentes subtipos que infectan simultaneamente un mismo individuo. Se calcula que éstos
representan mas del 10% de los aislados del VIH-1[159, 160]. Por su parte el grupo O
incluye un pequefio, aunque creciente, nimero de aislados altamente divergentes del M
obtenidos a partir de individuos procedentes de Camerun, Gabén y Guinea Ecuatorial.
Dentro de este grupo se observan agrupamientos filogenéticos similares a los que se

establecen entre los diferentes subtipos dentro del grupo M [161].
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Figura 1.7. Anilisis filogenético de los diferentes grupos y subtipos genéticos del VIH-1. Con letras
azules se indican los tres grupos del VIH-1. Las letras A hasta ] indican los subtipos genéticos dentro del
grupo M. En itilicas se sefialan los lentivirus de chimpancés mas cercanos al VIH-1.

1.3.3. Fuerzas modeladoras de la variabilidad del VIH-1 en Ia poblacion.

Las elevadas tasas de mutacién y recambio poblacional del VIH-1, permiten al
virus generar una amplia variabilidad genética. Sin embargo, las fuerzas que fijan las
mutaciones y en ultima instancia modelan la evolucién del virus, no estan totalmente
bien definidas. Definir cudles son las contribuciones relativas de estas fuerzas (seleccion,
azar) es un tema de gran controversia en la evoluciéon del VIH-1, y en evolucion
molecular en general. La seleccién tanto negativa, que elimina o mantiene en baja
proporcién a las variantes que presentan una menor eficacia biolégica, como positiva
que permite la imposicién de variantes viricas con mayor eficacia biolégica. El azar por
el que una variante de la poblacién puede ser amplificada y llegar a ser dominante,

independientemente de su eficacia bioldgica.

Las primeras comparaciones de las tasas de acumulacién de mutaciones sinénimas
y no-sinénimas para los genes gag, po/ y env del VIH-1 a lo largo de la epidemia,
demostraron un cociente dN/dS < 1 [146, 147, 162, 163], indicando el predominio de los
cambios neutrales (cambios sinénimos) en la proteina global. Por otra parte, la existencia
de un reloj molecular a nivel poblacional ha sido ampliamente demostrada para los genes
gag, pol o env del VIH-1 [146, 150, 164]. Este reloj molecular ha sido utilizado para estimar el
tiempo de divergencia entre los aislados del VIH con el objetivo de datar el probable

origen de la epidemia mundial [165], asi como el origen de epidemias locales [166-168].
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1.4. La cuasiespecie del VIH-1 en un individuo infectado.

1.4.1. Diversificacion del VIH-1 en el individuo.

Los primeros analisis de aislados virales procedentes de un mismo individuo
revelaron una gran variacion biolégica [169] y genética [156, 170-174], que en algunos casos
podia incluso acercarse a la distancia genética entre aislados virales de distintos individuos
[152]. Aunque a nivel poblacional un aislado viral puede definirse mediante una secuencia
consenso o promedio, en realidad estd compuesto por una mezcla compleja de mutantes
relacionados que se diferencian entre s{ en uno o mas nucleétidos y que se denomina
espectro de mutantes. Esta distribucién de mutantes recibe el nombre de cuasiespecie
virica por analogfa con el modelo tedrico descrito por Eigen [175]. Su aplicacion a los virus
ha sido un hecho clave para entender la dinamica de las poblaciones viricas (revisiones
generales en [176-180]). La distribuciéon de secuencias nucleotidicas presente en una
cuasiespecie no es arbitraria, sino que se centra en torno a una secuencia maestra, la de
mayor eficacia biologica en esas condiciones ambientales, que puede coincidir o no con la
secuencia consenso de la poblacién. La proporciéon de cada variante en la poblacion global
viene determinada por la eficacia bioldgica de cada una de ellas. Una cuasiespecie
replicante se halla en equilibrio poblacional cuando mantiene su secuencia consenso
invariable, aunque el espectro de mutantes sufra alteraciones por la generaciéon estocastica
de mutaciones. En condiciones ambientales constantes, una cuasiespecie virica bien
adaptada al ambiente estard en equilibrio poblacional dinamico a pesar de presentar
heterogeneidad genética. Este equilibrio puede alterarse por la generacion de mutantes con
mayor ventaja selectiva o por un cambio ambiental que confiera una ventaja selectiva a
alguna variante hasta entonces minoritaria. Es decir, a menos que las condiciones
ambientales permanezcan controladas y constantes, la superioridad o inferioridad de una
variante en particular es transitoria. Durante las infecciones naturales las perturbaciones del
equilibrio poblacional ocurren frecuentemente, por lo que la estructura en forma de
cuasiespecie suministra a los virus ARN la capacidad de responder y adaptarse rapidamente

a los cambios ambientales, asegurando asf su supervivencia [181].

1.4.2. Diversidad de Ia cuasiespecie viral durante el curso clinico de Ia infeccion.

El grado de heterogeneidad de la poblacion viral en un individuo infectado varfa a
lo largo de la enfermedad. Esta ampliamente descrito que, durante la primoinfeccion, la

diversidad genética de la poblacién virica en el gen env es muy baja [155, 182-187].
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Estos resultados son consistentes con la hipotesis de que muy pocas variantes son
transmitidas. El periodo de infeccién asintomatica estd caracterizado por una continua
diversificacién de las poblaciones viricas, lo que refleja la replicacién constante del virus en
el individuo infectado [186]. En un amplio analisis longitudinal de individuos PC,
Shankarappa y cols. describieron la existencia de tres fases distintas de diversificacion
genética durante el periodo asintomatico (modelo de Mullins, ver Fig. 1.8) [151].

1) Una fase temprana, de duracién variable, durante la cual se observa un

incremento lineal (~1% por afio) tanto de la divergencia (distancia al virus
original) como de la heterogeneidad (distancia entre secuencias en un
momento dado) de la cuasiespecie viral.

2) Una fase intermedia caracterizada por una estabilizacién o reduccién de la
heterogeneidad viral a pesar del continuo incremento de la divergencia.

3) Una fase tardfa en la que la tasa de divergencia se estabiliza o disminuye

mientras que la diversidad continua con su tendencia a la reduccion.
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Figura 1.8. Variacién de la heterogeneidad y la divergencia genética de la
cuasiespecie viral durante el curso clinico de la infeccién por el VIH-1, tomado de
[151].
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La transicion de la fase temprana a la intermedia se asocia con la emergencia de
virus sincitiales, que alcanzan su maxima representacion en la cuasiespecie en torno a la
transicion de la fase intermedia a la fase tardia. La transicién a la fase tardia también se
asocia a una importante reducciéon del nimero de células T CD4" < 200 células/pl. Aunque
este modelo parece ser un patrén bastante consistente para los individuos PC, no esta claro
que se pueda generalizar a individuos con distintas tasas de progresion. Por dltimo, la fase
sintomatica de la infeccién se caracteriza por una homogeneizaciéon de la poblacion virica
(que se habia iniciado al final del periodo asintomatico), probablemente debido a la
replicacion masiva de una variante con mayor eficacia biolégica y del colapso del sistema

inmune [188].
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Objetivos

Los objetivos de esta Tesis Doctoral son:

1. Estudio de la evolucion del virus de la Inmunodeficiencia Humana Tipo 1 (VIH-

1) en un grupo de individuos LTNP virémicos.

2. Analizar los factores del hospedador, asi como de la respuesta inmune que

influyen en la progresion clinica de la enfermedad.

3. Analizar qué caracteristicas virologicas y de evolucién viral contribuyen a la

progresion clinica de la enfermedad.
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Materiales y Métodos

3.1. Muestras de VIH-1 de individuos infectados.

Los estudios de evolucién genética se realizaron en muestras de individuos
espanoles infectados por VIH-1. Las muestras fueron obtenidas en el Centro Sanitario
Sandoval, perteneciente a la Fundacion Hospital Clinico San Carlos (IdISSC), de la
Comunidad de Madrid. Todos los individuos estudiados eran LTNP, con infeccién
asintomatica durante mas de 10 afios.

Los individuos analizados en el presente trabajo mostraban distintas practicas de
riesgo (hombres que tienen sexo con hombres y/o usuatio de drogas intravenosas), y

nunca habian recibido tratamiento antirretroviral.

3.2. Obtencion de plasma y células mononucleares de sangre
periférica (CMSP).

Las muestras de sangre de los individuos se obtuvieron en presencia de
anticoagulante (heparina o acido etilendiamintetraacético (EDTA)), a partir de la cual se
separaron las células mononucleares de sangre periférica (CMSP) por centrifugacion a 800
g durante 45 minutos en gradiente de Ficoll-Hypaque. Tras la centrifugacion se recogieron
las CMSP, se lavaron en PBS (NaCl 137mM, KCI 2.7mM, Na2ZHPO4 1.47mM pH 7.4).
Para su congelacion, se resuspendieron en suero bovino fetal (SBF) suplementado con 10%
de dimetil sulféxido (DMSO) (Sigma), y se almacenaron en N, liquido (-120°C). También

se recogi6 el plasma de cada muestra y se almacené a -70°C.

3.3. Cultivos celulares.

3.3.1. Medios de cultivo.

El medio de cultivo utilizado en el caso de CMSP fue RPMI 1640 (Bio-Whittaker)
suplementado con SBF al 10% (PAN), L-glutamina (2mM), penicilina (100 unidades/ml) y
estreptomicina (100 mg/ml) (RPMI completo).

Para las células TZM-bl se utiliz6 DMEM (Bio-Whittaker) suplementado con suero
bovino fetal al 10% (PAN), L-glutamina (2mM), penicilina (100 unidades/ml) vy
estreptomicina (100 mg/ml) (DMEM completo).
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3.3.2. Obtencion de CMSP de donante sano.

Las CMSP de donante sano fueron obtenidas como se explica en el apartado 3.2. A
continuacién, se resuspendieron en RPMI completo a una densidad celular de 10°
células/ml y se estimularon con fitohematoglutinina (PHA) a 2 pg/ml durante tres dias en

una estufa a 37°C, con un 90% de humedad relativa y 5% de CO.,.

3.3.3. Obtencion de CMSP CDS- de donante sano.

Una vez fueron estimuladas las CMSP, se eliminé la poblaciéon de células T CD8"
mediante su marcaje con anticuerpos monoclonales frente a CD8 unidos a microparticulas
magnéticas y su posterior seleccion positiva a través de columnas de separacion magnética
(Miltenyi Biotech) siguiendo las instrucciones del fabricante. Posteriormente fueron

almacenadas en N, liquido como se explica en el apartado 3.2 hasta su uso.

3.3.4. Tratamiento de CMSP de donante sano con Mitomicina C.

En los casos donde las células presentadoras de antigeno se utilizaron para inducir
el crecimiento y la expansion de las células T, fue necesario estimularlas parar su
proliferaciéon. Esto se realizé de la siguiente forma: las CMSP se incubaron durante 30
minutos a 4°C con Mitomicina C a una concentracién final de 50 pg/ml. Posteriormente,
se lavaron tres veces con 50 ml de PBS y se centrifugaron a 450 g durante 10 minutos.
Posteriormente, se resuspendieron las células en medio RPMI a una densidad celular de 10’
células/ml, directamente para su utilizacién en los co-cultivos celulares, o bien se

congelaron en N, liquido como se explica en el apartado 3.2 hasta su uso.

3.3.5. Aislamiento del virus de individuos L TNP.

Las CMSP de paciente fueron obtenidas como se explica en el apartado 3.2.
Aproximadamente 10" CMSP se resuspendieron a una densidad celular de 10°células/ml en
RPMI completo y se incubaron durante toda la noche en estufa a 37°C, con un 90% de
humedad relativa y 5% de CO,.

A continuacion, se eliminé la poblacién de células T CD8 como se explica en el
apartado 3.3.3. Las CMSP CD8- se resuspendieron en RPMI completo con interleuquina 2
humana recombinante (IL.-2) a 2.5 ng/ml y se estimularon con fitohemaglutinina (PHA) a
2 pg/ml. Estas células se co-cultivaron con 10" CMSF de donante sano tratadas con

mitomicina (ver apartado 3.3.4) para producir una activacion heteréloga.
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Al dfa siguiente se afiadieron 1x10° CMSP CD8- de donante sano previamente
estimuladas con PHA resuspendidas en 1 ml de RPMI completo con IL-2. El medio se
cambi6 dos veces por semana y se afiadieron 1x10° CMSP CD8- de donante sano una vez
por semana. Los cultivos se siguieron mediante la medida de antigeno p24 en el
sobrenadante de cultivo cada tres dfas. Si al cabo de un mes esta medida era negativa, ese
cultivo era descartado. Los sobrenadantes de los cultivos positivos se almacenaron a -70°C

hasta su utilizacion.

3.3.6. Medida del antigeno p24 en sobrenadante de cultivo.

LLa medida del antigeno (Ag) p24 se realizé mediante un test inmunoldgico 7 vitro
para su determinacion cualitativa en suero o plasma humanos, asi como en sobrenadantes
de cultivo celular. Este inmunoensayo de electroquimioluminiscencia “ECLIA” esta
concebido para su empleo en los analizadores automaticos Roche Elecsys 2010 y en el
moédulo Elecsys Modular Analitics E170 (Roche Diagnostics) siguiendo las instrucciones

del fabricante.

3.3.7. Expansion del virus aislado de los individuos LTNP.

Para poder trabajar con los virus aislados de los individuos LTNP fue necesario la
expansion de estos mediante su crecimiento en CMSP de donante sano. Se infectaron 10°
CMSP con 1 ml del sobrenadante del co-cultivo y se incubé durante 1 hora a 37°C. A
continuacién, se centrifugd a 450 g durante 10 minutos. Las células se resuspendieron a
una densidad celular de 10° células/ml en RPMI completo con IL-2. El medio se cambi6
dos veces por semana. Cuando la medida del antigeno p24 era positiva, se afiadieron 5x10°
CMSP, y asf sucesivamente hasta llegar a 10" CMSP. Los sobrenadantes de estos cultivos se

almacenaron a -70°C hasta su uso.

3.4. Ensayo de neutralizacion.

La mejor forma para detectar la neutralizaciéon del VIH mediada por anticuerpos es
medir la reduccion de la infectividad viral en células que expresen el receptor y co-receptor
apropiado.

En nuestro caso usamos las células TZM-bl. Estas son células adherentes derivadas
de las células Hela (linea celular JC53BL-13) (NIH AIDS Research and Referente
Program, numero de catalogo 8129, TZM-bl).
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Las células TZM-bl estain genéticamente modificadas para expresar
constitutivamente CD4", CCR5", CXCR4". Estas células contienen integrados los genes de
la luciferasa y B-galactosidasa bajo el promotor de la proteina TAT del VIH-1. Por todo
esto son comparables a las CMSP humanas en cuanto a la susceptibilidad de infeccion
tanto por virus R5 como X4.

El ensayo de neutralizacién se realiz6 segun el método descrito por Montefiori
[189]. Brevemente, los plasmas obtenidos de los individuos infectados fueron inactivados a
56°C durante 1 hora. A continuacion, se centrifugaron a 16.000 g durante 10 minutos para
clarificarlos. El ensayo de neutralizacion se realizdé en placas de 96 pocillos. El medio
utilizado para el ensayo fue DMEM completo (ver apartado 3.3.1) al que se le afiadié
DEAE-dextrano a una concentracién final de 75 pg/ml. Se partié de una dilucién 1/16 de
plasma y a partir de ésta, se hicieron siete diluciones seriadas 1/2. Se incubaron 100 pg de
p24 de cada virus con las diluciones de plasma correspondiente durante 1 hora a 37°C.
Posteriormente, se afiadieron 10* TZM-bl por pocillo, y se incub6é durante 48 horas.
Finalmente, se eliminé el medio de cultivo, se lisaron las células y se cuantifico la actividad
luciferasa en unidades relativas de luz (URL) con el equipo comercial Luciferase Cell Lysis
Reagent, Luciferease Assay System (Promega Corporation, Madison, USA) siguiendo las
instrucciones del fabricante, en un luminémetro de placa.

El porcentaje de neutralizacion se determiné calculando la diferencia en media de
RLU entre los pocillos en estudio (plasma mas células mas virus) y los pocillos control
(células sélo), y dividiendo este resultado entre la diferencia en media de los pocillos de
control de virus (virus mas células) y los pocillos control (células sélo). Este resultado se le
resta a 1 y se multiplica por 100.

Para calcular los titulos de anticuerpos neutralizantes, construimos una recta con los
porcentajes de neutralizacién obtenidos de cada muestra a distintas diluciones, e
interpolamos la concentracion inhibitoria al 50% (IC,). La IC,; se define como la inversa

de la dilucién del plasma que confiere una inhibicién del 50%.

3.5. Ensayo de cinética de replicacion viral.

La eficacia biolégica es un parametro que define la adaptacion replicativa de un

organismo a su ambiente [190, 191]. Existen diferentes métodos para medir 7 vitro la
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eficacia biolégica del VIH como, por ejemplo, infecciones de un solo ciclo de replicacion,
cinéticas de replicacion y competiciones duales.

En nuestro caso elegimos cinéticas de replicacion. Esta técnica utilizaba un
marcador bioquimico, la concentracion del antigeno p24, para medir el crecimiento viral en
mono-infecciones [192]. Diferencias en la cinética de replicacién de distintos aislados
primarios de LTNP, fueron comparadas en infecciones paralelas, usando como control un
grupo de individuos PC.

En nuestro ensayo se infectaron 10° CMSP con la misma cantidad de p24 (20.000
pg de p24) para todos los virus y se incubé a 37°C durante 1 hora. A continuacién, se
centrifugé a 450 g durante 10 minutos. Las células se dejaron a una densidad celular de 10°
células/ml en RPMI completo con IL-2 (ver apartado 3.3.1). El medio se cambi6 dos veces
por semana.

Se recogié una alicuota de sobrenadante cada dos dias para cuantificar la

concentracioén de p24 (ver apartado 3.3.6) durante los 8-10 dias que dura el ensayo.

3.6. Analisis de la respuesta inmune humoral anti-VIH-1.

La presencia de anticuerpos anti-VIH-1 en el plasma de los individuos fue medida
con el equipo comercial “Genscreen HIV 1/2 Version 2”7, (Bio-Rad) siguiendo las
instrucciones suministradas por el fabricante. “Genscreen HIV 1/2 Version 2” es una
prueba de enzimo-inmunoensayo indirecto para la deteccion de antigenos purificados
(proteina gp-160/p25 recombinante y péptidos de los epitopos inmunodominantes de las

glicoproteinas de la envuelta).

El procedimiento del ensayo incluye los siguientes pasos:

1) Las muestras de suero y una serie de sueros controles se distribuyeron en los
pocillos de la microplaca recubierta de antigenos. Si existian en el suero Ac anti-
HIV-1 se fijarfan al antigeno inmovilizado en la fase sélida.

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

3) Al cabo de otros 30 minutos de incubacion a 40°C, la presencia de la enzima
inmovilizada a la fase solida se detectdé mediante la adiciéon del sustrato

correspondiente.
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4) Al cabo de 30 minutos a temperatura ambiente, la reaccién enzimatica se par6
mediante la adiciéon del acido sulfurico 4N, y se realizé6 la lectura en un

espectrofotémetro a 492/620 nm.

Con las absorbancias obtenidas en la lectura de una muestra a distintas diluciones,
construimos una curva e interpolamos el titulo de Ac el cual fue definido como el inverso
de la dilucién mas alta del suero que da un resultado positivo. En nuestros analisis se hizo

una dilucién inicial 1/64 del suero y a partir de esta, se hicieron siete diluciones seriadas

1/4.

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

La presencia de B-2-Microglobulina en el plasma de los individuos fue medida con
el equipo comercial “Beta-2-Microglobulina EIA” (DRG International, Inc., USA),
siguiendo las instrucciones suministradas por el fabricante. “Beta-2-Microglobulina EIA”
es una prueba de enzimo-inmunoensayo indirecto para la deteccién de B-2-Microglobulina.

El procedimiento del ensayo incluye los siguientes pasos:

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

2) Después de 30 minutos de incubaciéon a temperatura ambiente, se lavaron los
pocillos y se afiadieron Ac anti- Beta-2-Microglobulina humanas conjugados con la
peroxidasa.

3) Después de 15 minutos de incubacién a temperatura ambiente, se detect la
presencia de la enzima inmovilizada a la fase sélida mediante la reacciéon por la
adicion del sustrato correspondiente.

4) Al cabo de 15 minutos de incubaciéon a temperatura ambiente, la reaccién
enzimatica se par6 mediante la adicién de acido clorhidrico 1M, y se realizé la

lectura en un espectrofotémetro a 450/620 nm.
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Con las absorbancias obtenidas de la lectura de los estandar de concentracién
conocida, construimos una curva patrén e interpolamos las concentraciones de Beta-2-

Microglobulina de las muestras de los individuos.

3.8. Separacion de acidos nucleicos.

3.8.1. ADN.

La obtencién del ADN de las CMSP se realizé a partir de aproximadamente 107
células que fueron resuspendidas en PBS para eliminar el medio de congelaciéon (DMSO) y
centrifugadas a 450 g. durante 5 minutos.

Las células se resuspendieron en 1 volumen de solucion Tris-HCl 10 mM pH 7.5,
EDTA 10 mM, NaCl 0.15 M, con proteinasa K (200ug/ml) y SDS 0.4%. Tras una
incubacion de 1 hora a 65°C y toda la noche a 37°C, se afladi6 1 volumen Tris-HCI 10 mM
pH 8, EDTA 10 mM, NaCl 0.65 M.

Después se realizaron 3 extracciones con 1 volumen de fenol-cloroformo-alcohol
isoamilico (25:24:1) y a continuacién con 1 volumen de cloroformo-alcohol isoamilico
(24:1). El ADN se precipité con etanol absoluto y se centrifugé a alta velocidad.

Posteriormente el ADN se resuspendio en Tris-HCI 10 mM-EDTA a una concentracion

de 0,3pg/pl equivalente a 5x10* células/pl.

3.8.2. ARN.

La obtencion del. ARN plasmatico se realizé mediante el método descrito por R.
Boom y cols. [193].

Soluciones utilizadas:

Soluciéon de lisis: 120 g de isotiocianato de guanidina (Fluka), 100 ml de Tris-HCl

0.1 M pH 6.4, 22 ml de EDTA 0.2 M pH 8.0, 2.6 g de Tritén X 100

Solucién de lavado: 120 g de isotiocianato de guanidina, 100 ml de Tris-HCI 0.1 M

pH 6.4

Solucién de silica: preparada segiin Boom vy cols.
Se incub6 durante 10 minutos a temperatura ambiente una mezcla de 200 pl de

plasma, 900 pl de solucion de lisis y 40 ul de silica. Se centrifugd la mezcla a alta velocidad

durante 15 segundos y se obtuvo un sedimento de particulas de silica que se lavé dos veces

36



Materiales y Métodos

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 ultimo lavado se incub6 la preparaciéon durante 10 minutos a 56°C (para
secar la silica) y se eluyo el ARN en 50 pl de H,O mediante su incubacién a 56°C. Por

ultimo, se centrifugo a alta velocidad durante 2 minutos y se recogi6 el sobrenadante.

3.9. Amplificaciéon y cuantificacién del ADN viral asociado a
CMSP.

3.9.1. Reaccion en cadena de Ia polimerasa (PCR) a partir de ADN proviral.

Para amplificar el ADN se realizaron dos PCR consecutivas a dilucién limite de un
fragmento de 614 pares de bases (pb) desde la region constante C2 hasta la region variable
V5 (C2-V5) de la proteina gp120 codificada por el gen env del VIH-1 (nucle6tidos 7068-
7682 en el clon HXB2).

Para la  primera PCR se utlizaron los iniciadores: 169U  (5'-
AATGTCAGCACAGTACAATGTACAC-3" nucledtidos 6945-6969en el clon HXB2) y
96ED (5"- GCGTCTAGACAATAATTGTCTGGCCTGTACCGT-3" nucleétidos 7862-
7836 en el clon HXB2).

Para la segunda PCR fueron utilizados los iniciadores 27ECU (5'-
ATAAGCTTGCAGTCTAGCAGAAGAAGA- 3" nucledtidos 7862-7836 en el clon
HXB2) y 167ED (5"-TTCTCCAATTGTCCCTCATACTCCTCCTC-3" nucleétidos 7314-
7339 en el clon HXB2).

La concentracién de desoxinucleétidos (ANTPs) (Pharmacia) fue de 0.125 mM,
empleandose 100 ng de cada iniciador y 1.5 unidades de enzima Expand High Fidelity

(Roche Diagnostics) por ensayo.

El volumen de reaccion fue de 50 pL. Para la PCR externa (fragmento de unas 900
pb) se realizaron 35 ciclos de amplificacion: desnaturalizaciéon a 94°C 5 minutos, 94°C 30
segundos, hibridacién de los iniciadores al ADN molde durante 30 segundos a 55°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), los ciclos de elongacién fueron los
mismos excepto que la elongaciéon de las cadenas de ADN se llevd a cabo durante 1
minuto a 72°C, para ambos casos las amplificaciones se finalizaron con una elongaciéon de
10 minutos a 72°C. Las reacciones de amplificacién se realizaron en un termociclador M]

Research modelo PTC-200.
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Los productos obtenidos se analizaron en gel de agarosa 1% en tampoén Tris-
acetato 45 mM, EDTA 10 mM (TAE). Los iniciadores utilizados fueron sintetizados por la
Unidad de Sintesis de Biopolimeros del ISCIII.

Para la amplificacion del ADN proviral obtenido a partir de co-cultivo se sigui6 el

mismo procedimiento arriba descrito.

3.9.2. Reaccion en cadena de Ia polimerasa a partir de ARN (RT-PCR)

En todos aquellos casos en los que el material de partida fue ARN se realiz6 una
transcripcién inversa para obtener el ADN complementario. La reaccién de sintesis se
realizé a partir de 10.000-40.000 copias de ARN viral, obtenido segin el apartado 3.8.2, con
el equipo comercial One Step RT-PCR Kit (Quiagen) siguiendo las indicaciones del fabricante.
Los iniciadores utilizados son los descritos en el apartado 3.9.1 para la primera PCR. El
volumen de reaccién fue de 50ul. La transcripcion inversa del ARN se realizé en un primer
paso a 50°C durante 30 min, seguido de 35 ciclos de amplificacién: desnaturalizaciéon del ADN
a 95°C durante 30 segundos, hibridacién de los iniciadores al ADN molde a 55°C durante 30
segundos y elongacion de las cadenas del ADN a 72°C durante 1 minuto. La amplificacién se
terminé con una elongaciéon de 10 minutos a 72°C. El producto obtenido de esta reaccion fue
el que se utilizé posteriormente en la segunda amplificacion por PCR, siguiendo el protocolo

descrito en el apartado 3.9.1.

3.9.3. Cuantificacion del ADN viral asociado a CMSP.

Para evitar que la heterogeneidad de las poblaciones virales fuera sesgada por un
bajo nimero de copias de ADN molde, la carga viral en cada muestra fue cuidadosamente
determinada siguiendo el protocolo descrito por Rodrigo y cls. (Rodrigo A. G., P.C.
Goracke, K Rowhanian, and J. I. Mullins. 1997 Quantification of target Molecules from
polimerasse Chain Reaction-Based Limiting Dilution Assays. AIDS Res. Hum.
Retroviruses13:  737-742). Para ello se | utiiz6 el programa QUALITY
(http:/ /ubik.microbiol.washington.edu/download/cbu/quality/) el cual esta basado en el
método de dilucién limite de PCR. Con este método, réplicas de diluciones seriadas de la
muestra fueron amplificadas por la PCR y sobre la base de la frecuencia relativa de
amplificaciones positivas en cada dilucion, se hizo una estimacién del nimero de copias de
molde en una unidad de volumen de la muestra original. En nuestro estudio, se

amplificaron por triplicado al menos cuatro diluciones seriadas de cada una de las muestras.
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Para la cuantificacion se utilizaron los mismos iniciadores que luego se emplearon
en la amplificaciéon del ADN viral total (tanto integrado como no integrado) que esta
asociado a las CMSP.

Para evitar los errores en el muestreo las cuasiespecies virales se realizaron por
dilucién limite a partir del ADN total, utilizando la dilucién del ADN a la cual el numero
de PCRs positivas obtenidas era inferior al 30%. Estas amplificaciones son posteriormente

purificadas y secuenciadas.

3.9.4. Cuantificacion del 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 Diagnostic System,
Somerville, NJ), y Versant RNA 3.0 Assay (bDNA), Siemens, siguiendo las instrucciones
suministradas por el fabricante. El limite de deteccién de este equipo era de 50 copias/ml.

Con este método se cuantificé la carga viral libre, no asociada a células, en el plasma.

3.10. Purificacién y secuenciacion de los productos de PCR.

3.10.1. Purificacion de los productos de PCR.

Antes de ser secuenciados, los productos de PCR seleccionados fueron
purificados para eliminar los restos de iniciadores, sales, nucle6tidos no incorporados y
restos de la polimerasa Expand High Fidelity que podrian afectar a las reacciones
enzimaticas subsiguientes. Para la purificacion de los fragmentos amplificados se utilizé
el equipo comercial “High Pure PCR Product Purification” (Boehringer Mannheim),

siguiendo las instrucciones suministradas por el fabricante.

El método consistié en la adhesién del ADN por puentes de hidrégeno 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
este ADN retenido en la columna fue lavado y finalmente eluido por la adicién de un

tampon estéril de baja concentracion de sales.

3.10.2. Secuenciacion automadtica.

Después de purificados, los productos de PCR provenientes de los fragmentos

amplificados fueron directamente secuenciados con el primer 27ECU empleando el

equipo comercial “Big Dye™ Terminator Cycle Sequencing v2.0” (Applied Biosystems,
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Perkin Elmer, Norwalk, Conn.), siguiendo las instrucciones suministradas por el
fabricante. Ia secuenciaciéon se realizé mediante amplificacion por PCR asimétrica en
presencia de los cuatro dideoxinucledtidos (ddNTPs), marcados cada uno con un

colorante fluorescente distinto. lLas reacciones de secuenciacion se realizaron en un

termociclador MJ Research modelo PTC-200.

Los productos obtenidos fueron analizados en un secuenciador automatico ABI

PRISM™ modelo 377 (Applied Biosystems, Perkin Elmer, Norwalk, Conn.) por la
Unidad Genémica del ISCIIL

3.11. Obtencioén de pseudovirus.

3.11.1. Obtencion de los clones recombinantes.

Para el clonaje molecular se amplificé por PCR la region gp160 de la envuelta viral,
se  realiz6 ~una  primera PCR  con los  oligonucleétidos 166  (5-
TGGAGCCAGTAGATCCTAGACTAGAGCCCT-3) y 167 (5-
TTCTCCAATTGTCCCTCATATCTCCTCCTCCA-3’) y una segunda PCR con los
oligonucleétidos 576  (5-GTCTCGAGATGCTGCTCCCACC-3°) 'y 577  (5-
CACCTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAG-3"), el cudl contenia los extremos
adecuados para poder insertarlos en un vector de expresion lineal PC3.1. La reacciéon de
PCR se realiz6 con el kit “Phusion High-Fidelity PCR Master Mix with HF Buffer”
(Thermo Scientific). Para la primera PCRs se realizaron 35 ciclos de amplificacion:
desnaturalizacion a 98°C durante 2 minutos, 98°C 15 segundos, hibridacién de los
iniciadores al ADN molde durante 20 segundos a 70°C y elongacion de las cadenas de
ADN durante 2 minutos y 30 segundos. Para la segunda PCR se utilizé el fragmento
interno de la primera PCR vy los ciclos fueron los mismos excepto que la hibridacién de los
iniciadores se realizé durante 20 segundos a 65°C. Para ambos casos, las amplificaciones se
finalizaron con una elongacién de 10 minutos a 72°C.

Posteriormente, los fragmentos de ADN amplificados se purificaron mediante el
Kit comercial “Quick Gel Extraction Kit” (Invitrogen), siguiendo las instrucciones del
fabricante.

La ligacién del producto de PCR al vector PC3.1 del Kit “pcDNA™ 3.1 Directional
TOPO Expresion Kit” (Invitrogen) se realizé durante 5 minutos a temperatura ambiente,

con una proporcion molar vector:inserto 2:1.
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Para la transformacion de bacterias competentes, se afiadié la mezcla de ligacion a
un eppendorf con bacterias competentes y se incubaron durante 30 minutos en hielo. A
continuacién, se sometieron a un choque térmico (90 segundos a 42°C y 1 minuto en

hielo), se les anadi6 800 pl de medio LB y se incubaron 1 hora a 37°C en agitacién a 190

rpm. Por dltimo, se centrifugaron 8 minutos a 4000 rpm, y se retiraron 750 pl del
sobrenadante. Para la seleccion de clones recombinantes, se sembraron en placas de medio

LB-agar con ampicilina.

3.11.2. Identificacion de los clones recombinantes.

Las colonias obtenidas fueron posteriormente analizadas por PCR utilizando el
oligonucleétido 52 (5- TTGAGCCAATTCCCATACATTA -3°), cuya secuencia se
encontraba contenida en el inserto para poder diferenciar aquellas colonias que lo habian
incorporado, y el oligonucletido T7 (5- TAATACGACTCACTATAGGG -3’) que
hibridaba en la secuencia del plasmido. Posteriormente se amplificé siguiendo un protocolo
de 30 ciclos: desnaturalizacion a 95°C 5 minutos, 94°C 30 segundos, hibridacién de los
oligonucleétidos durante 30 segundos a 55°C y elongacién de las cadenas de ADN durante
45 segundos a 72°C. Solo aquellas colonias que dieron un producto de PCR del tamano

esperado (entre 750-1000pb) fueron tenidas en cuenta.

3.11.3. Purificacion del ADN del plismido recombinante.

A partir del cultivo de bacterias, se purificé el ADN del plasmido recombinante
mediante el kit “High Pure PCR Product Purification Kit” (Roche Diagnostic), siguiendo
las instrucciones del fabricante. Los plasmidos recombinantes se secuenciaron utilizando

los  siguientes  oligonucleétidos  T7  (ver  apartado  3.15.2), 60  (5-

GCCACACATGCCTGTGTACCCACA 3), 114 (5
TCCTCAGGAGGGGACCCAGAAATT -3), 169 (ver apartado 3.15.1), 214 (5"
AATAGAGTTAGGCAGGGATATTCACCATT-3), 279 G-

TCTTGGGAGCAGCAGGAAGCACT-3"), para comprobar la correcta orientacién del

inserto y que no presentaban codones de parada.

3.11.4. Obtencion de pseudovirus mediante transfeccion de células 293T.

24 horas antes de realizar la transfeccion se sembraron 3x10° células 293T en placas
de Petri ( P100) con 6 ml de medio de cultivo DMEM completo para conseguir al dia

siguiente una monocapa confluente en el 50-80%.
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La transfeccion se realiz6 con 1,5 pug del ADN plasmidico clonado y 1,5 pg del
ADN plasmidico que iba a expresar todas las proteinas del VIH-1 excepto la envuelta
(pNL 4.3Aenv). Se empleé el método del CaCL, [194]. La producciéon de pseudovirus se
midi6 a las 48 y 72 horas mediante la medida del antigeno p24 en el sobrenadante de las
transfecciones como se explica en el apartado 3.3.7. Los sobrenadantes de los cultivos se

recogieron y almacenaron a -70°C hasta su uso.

3.12. Caracterizacion de las variantes virales.

3.12.1. Titulacion en células TZM-bl.

El titulo del sobrenadante de los co-cultivos, asi como de los pseudovirus

obtenidos mediante transfeccion, se realizé siguiendo el protocolo de Montefiori, 2014

disponible en http://www.hiv.lanl.gov/content/nab-reference-strains/html/Protocol-for-
Neutralizing-Antibody-Screening-Assay-for-HIV-1-in-TZMbl-cells-December-2014.pdf.

En una placa de ELISA de 96 pocillos se afiadié 100ul de DMEM-C en cada uno

de ellos, seguido por 25ul de virus o pseudovirus en la primera columna y se realizaron diez
diluciones seriadas en las siguientes columnas. Posteriormente se afiadieron 1x10° células
TZM-bl por placa, afiadiéndoles DEAE-dextrano (4mg/ml), en la dltima columna sélo se
afladieron células como control. Se incubaron a 37°C. A las 48 horas se lisaron las células y
se midi6 la produccién de luciferasa “Luciferasa assay system” (Promega). A partir de las
URL se calcularia posteriormente la dosis infecciosa en cultivo celular (TCID,) utilizando
la. herramienta  disponible en:  http://www.hiv.lanl.gov/content/nab-reference-

strains/html/home.htm. El experimento se realizé por duplicado y con cuatro réplicas de

cada pocillo ensayado.

3.12.2. Infeccion con Ia misma cantidad de p24.

24 horas antes de realizar la infeccién se sembraron 100.000 células TZM-bl en
0,5ml de DMEM completo por pocillo en una placa de 48 pocillos. La infeccion se realizéd
con 30 unidades (15 ng) de p24 del sobrenadante de los co-cultivos. Posteriormente se
afiadi6 2,5ul de DEAE-dextrano (4mg/ml) y se incubaron durante 48 horas. Por dltimo, se
lisaron las células y se midi6 la actividad luciferasa mediante el equipo “Luciferasa assay

system” (Promega).
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3.13. Analisis de las secuencias.

3.13.1. Edicion y alineamiento de las secuencias.

Para el analisis de las secuencias nucleotidicas se utiliz6 una regiéon de 614-pb
desde la porcion distal de C2 hasta la porcién proximal de C5 (nucledtidos 7068 a 7682 en
el clon HXB2). Las secuencias nucleotidicas obtenidas por dilucién limite fueron
inicialmente editadas utilizando el programa SeqMan versiéon 3.61 (Dnastar Inc, Madison,
Wis.) y alineadas con el programa CLUSTAL X versiéon 1.8. Los alineamientos fueron
posteriormente editados y corregidos a mano para asegurar un marco correcto de lectura.
Toda posicion en la que no existia informacién completa para el conjunto de secuencias
que formaban el alineamiento (“gaps”) se excluyeron de todos los analisis posteriores.
Todas las secuencias defectivas que presentaban codones de parada producidos por

hipermutacion o pérdida de fase, fueron también eliminadas.

3.13.2. Analisis filogenéticos.

Para realizar los primeros analisis y a modo de “screnning”, los arboles
filogenéticos se reconstruyeron por el método del vecino mas proximo (Neighbor-Joining,
NJ), utilizando el programa MEGA 6.0 [195]. Las matrices de distancia se calcularon
mediante el modelo Kimura-2 parametros, y la robustez estadistica de los arboles
generados se probé mediante un remuestreo de 1000 réplicas. Una vez fueron analizadas
todas las secuencias y excluidas las posibles contaminaciones, los arboles filogenéticos se
reconstruyeron por el método de maxima verosimilitud (“Maximun- Likelihood”, ML).

Para cada individuo, se seleccioné el mejor modelo de sustitucion nucleotidica de
acuerdo con el “Akaike information criterion (AIC) [196] en Modeltest 3.6 [197, 198] Los
arboles de maxima verosimilitud fueron construidos utilizando el modelo de sustitucion
nucleotidica elegido mediante el programa Phyml v.2.4.1 [199], empezando la busqueda a
partir de un arbol BION]J [200]. La robustez estadistica de los arboles generados se probo
mediante un remuestreo de 1000 réplicas.

Todos los arboles fueron generados sin raiz, por lo que se utilizaron como grupos
externos las cepas de referencia HXB2-LAI (IIIB) y el aislado de referencia del laboratorio
S61 (89ES061) del VIH-1 (http://www.hiv.]anl.gov).
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3.13.3. Cidlculo de distancias genéticas.

Las distancias nucleotidicas entre secuencias fueron estimadas por el método de
ML en el programa PAUP v 4.0b10, utilizando la media ponderada de los parametros
obtenidos por el Modeltest v 3.6 [198].

La heterogeneidad de una cuasiespecie viral se definié6 como la distancia genética
media entre todas las posibles comparaciones de pares de secuencias dentro de una misma
muestra. La divergencia de una cuasiespecie se definié6 como la distancia genética media
entre todas las secuencias obtenidas en una muestra y el ancestro comuin mas reciente del
virus (ACMR). La divergencia anual se defini6 como el incremento medio por afio de la

distancia genética de las secuencias de la cuasiespecie al ACMR del virus.

3.13.4. Reconstruccion del ancestro comiin mads reciente (ACMR).

El ACMR para todas las secuencias nucleotidicas pertenecientes a un mismo
paciente, fue inferido utilizando el programa PAUP v4.0b10, 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 virus.

3.13.5. Analisis de mutaciones.

Para determinar las posiciones aminoacidicas sometidas a selecciéon positiva
(acumulaciéon de mutaciones no sinénimas) o negativa (acumulaciéon de mutaciones
sin6nimas) mutaciones en la regiéon C2-V5 del gen env de los virus de los individuos
LTNP, se fueron calculadas por el método “REL”, “FEL” y “SLAC” [201] utilizando el

programa HYPHY que se encuentra disponible en www.datamonkey.org. Sélo se tuvieron

en cuenta aquellas posiciones que fueron identificadas por al menos dos de los métodos de
analisis utilizados.

La proporciéon de mutaciones sindnimas por sitio sindénimo (45) y no sinénimas por
sitio no sinénimo (dN), asi como la diferencia dN-dS entre 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, utilizando el programa MEGA 6.0
[202]
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3.13.6. 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
espanolas del subtipo B del HIV-1 fueron obtenidas en nuestro laboratorio desde 1989
hasta 2003. Las muestras provenian de individuos que eran hombres que tenfan sexo con
hombres (HSH) y/o usuarios de drogas intravenosas (UDIV) del Centro de Salud
Sandoval, (IdISSC, CAM, Madrid), del Hospital Ramoén y Cajal (Madrid) y del Hospital
General de Navarra.

A partir del alineamiento de dichas secuencias, se generé una secuencia consenso
espanola (SCEsp) que incluia el nucle6tido mas frecuente en cada posicion como se
describié anteriormente [166]. Al mismo tiempo fue inferido el ACMR de las secuencias
espanolas analizadas (ACMREsp) como se describe en el apartado 3.13.4.

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 3.13.3) y por el método de ML. Para estos calculos de
distancia genética se utiliz6 el programa MEGA 6.0 [202].

Por ultimo, se represento la distancia genética de cada secuencia nucleotidica (eje
de ordenadas), con respecto al afo de obtencién de la muestra (eje de abscisas) (Fig). De
esta forma se obtuvieron dos ecuaciones de la recta, una respecto a la SCEsp y otra con
respecto al ACMREsp, con las cuales podiamos estimar el afio de una secuencia espafiola
conociendo su distancia a la SCEsp o al ACMREsp. Para la datacion de las muestras de

cada virus se utiliz6 la secuencia nucleotidica global.

3.14. Caracterizacion del genotipo CCR5A-32.

El analisis del genotipo CCR5 A-32 se realiz6 mediante PCR en el ADN obtenido a
partir de CMSP [203]. La reaccién de amplificacién produjo un fragmento génico de 225

nucleétidos para el alelo salvaje, y uno de 193 para el alelo CCR5A-32, los cuales fueron
separados sobre un gel de poliacrilamida al 8% en Tris borato 45 mM, EDTA 10 mM
(TBE).
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3.15. Determinacion de marcadores genéticos. Tipado de
Antigenos Leucocitarios Humanos (HLA).

El tipado de los HLLA que presentan los LTNP “modernos” fue tomado de un
trabajo previo del grupo en el que se analizaron las asociaciones descritas de los alelos
HI.A-A, HI.A-B y HI.A-C con la progresién o proteccion de la enfermedad, la asociacion
del alelo HCP5 1s2395029, la variante del alelo HI.A-C (rs9264942), asi como los
polimorfismos CCR5A432 (rs333), CCR2 17641 (1s1799864), CCR5 A29G (1s285675), CCR5
G208T (rs2734648), CCR5 G303A (rs1799987), CCR5 C627T (1s1799988), CCR5 C927T
(rs1800024) que definen los haplotipos humanos (HH), asi como el nimero de copias de
CCL3L1. El tipado se realiz6 en el Instituto de Microbiologia del Centre Hospitalier
Universitaire Baudios (LLausanne-Suiza), en colaboracién con el laboratorio del Dr.Amalio

Telenti [204].

3.16. Analisis estadisticos.

Los calculos estadisticos sobre los datos obtenidos se realizaron con los programas
Graph Pad PRISM versién 2.01 (Graph Pad Software Incorporated). La prueba estadistica

utilizada se indica en cada caso.
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4.1 INDIVIDUOS VIH ESTUDIADOS.

4.1.1 Definicion de los individuos estudiados.

El presente estudio se va a centrar en un grupo de individuos VIH-1 LTNP. Los
individuos que pertenecen al grupo de LTNP se caracterizan por tener baja carga viral, un
nimero de células CD4" estables por encima de 500 células/pl, manteniéndose
asintomaticos durante mas de 10 afios sin recibir terapia antirretroviral. Estos sujetos son
una minorfa dentro de los individuos infectados por VIH (1-5%) [205] [106]. Dentro del
grupo de LTNP y en funcién de la carga viral plasmatica (CV), podemos diferenciar tres
grupos de individuos: los LTNP no controladores (LTNP-NC), que tienen una CV
supetior a las 2.000 copias/ml; los LTNP controladores virémicos (LTNP-CV) con una
CV comprendida entre las 50 copias/ml y las 2.000 copias/ml, y los LTNP controladores
de élite (EC) con una CV por debajo de las 50 copias/ml es decir, indetectable [204].

Dado que estudios previos ya demostraban que el grupo de individuos LTNP
inclufa individuos con distintas caracteristicas clinicas y distinta evoluciéon de sus
cuasiespecies virales [200], lo primero que nos propusimos fue intentar clasificar los
individuos de la cohorte de LTNP establecida en el laboratorio de virologia molecular del

Centro Nacional de Microbiologfa del ISCIII.

4.1.2 Datacion de Ias secuencias virales.

La datacion de las secuencias virales, es una metodologia descrita previamente por
nuestro grupo de investigaciéon [206], que nos permite datar las secuencias nucleotidicas
presentes en las cuasiespecies de los individuos infectados. Este método de datacion, se
basa en la existencia de un reloj molecular en la evolucién del VIH-1. Esta aproximacion se
ha utilizado para datar el origen de la pandemia [207], el origen de epidemias locales [166,

167], o el momento de transmision entre individuos [129, 150].

Este analisis se realizé con las secuencias nucleotidicas de muestras obtenidas desde
el ano 1989 hasta el afio 2003. A partir del alineamiento de estas secuencias, se generd una
SCEsp (ver apartado 3.13.6) que incluye el nucleétido mas frecuente en cada posicion
[166]. Se calculd no solo la distancia genética de las muestras a la SCEsp sino también al

ACMREsp como se describe en el apartado 3.13.4 Con este conjunto de secuencias,
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utilizando un andlisis de regresion lineal, nuestro grupo detecté una correlacién positiva
entre el afio de obtencién de la muestra y la distancia genética a la SCEsp o al ACMRESsp.
[2006]

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 obtenciéon de la muestra y la distancia
genética tanto a la SCEsp (r’= 0,1933; pendiente= 0,005473, P< 0,0001) como al
ACMREsp (= 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 muestras
espanolas para la region V3 del gen env. La interseccion con el eje X estima el inicio de la
epidemia en Espana en el afio 1977 (1968-1981) para la secuencia consenso y en 1975
(1968-1980) para el ACMREsp. Estas fechas estan en concordancia con los datos
epidemioldgicos disponibles ya que el primer caso de SIDA en Espafa se diagnosticoé en
1981 (https:/ /www.mscbs.gob.es/ciudadanos/enflesiones/enfTransmisibles/sida/vigilanc

ia/home.htm).

Basandonos en los analisis de las distancias genéticas a la SCEsp o al ACMRESsp,

pudimos datar las secuencias de los individuos LTNP como se describe en el apartado

3.13.6.

CURVA DE DATACION
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0.25+ v ACMR

020
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p=0.345 + 0.086 % mutaciones/ sitioafio
Inicio de la epidemia 1977 (1968-1981)

p=0.3575 + 0.091 % mutaciones/ sitic.alio
Inicio de la epidemia 1975 (1965 - 1980)

Figura 4.1 Divergencia genética en la region V3 del gen env en funcién del afio de obtencion de la
muestra. Este estudio se realizé para un conjunto de 171 secuencias espafiolas del subtipo B de individuos
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 regresioén representa la secuencia nucleotidica obtenida de un virus. Las flechas sefialan la
interseccién con el eje de abscisas que indica el afio de origen de la epidemia en Espafia, 1977 para la SCesp y

1975 para el ACMResp [206].
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4.1.3 Clasificacion de los virus de los individuos LTNP segiun Ia datacion de las

secuencias nucleotidicas.

Teniendo en cuenta la datacion de las secuencias virales presentes en las
cuasiespecies, descrita en el apartado anterior, hemos podido clasificar los individuos
LTNP en “ancestrales” y “modernos” (ver tablas 4.1 A y 4.1 B). Hemos definido los
individuos LTNP “ancestrales”, como aquellos individuos donde solo se detectaron
secuencias de ADN proviral que se encontraban proximas a la fecha de seroconversion del
individuo. El grupo de individuos LTNP “modernos” es aquel en el cual la fecha de
datacién de las secuencias nucleotidicas coincidia o era cercana a la fecha de obtencién de
la muestra [59]. Como se puede observar en las tablas 4.1A y 4.1B, entre ambos grupos hay
diferencias también a nivel de carga viral. El grupo de LTNP “modernos” tiene cargas

virales bastante mas elevadas que el de LTNP “ancestrales”.

Tabla 4.1 A. Individuos LTNP “ancestrales”.

Individuos Afio de Obtencién Ano Seroconversion  Datacion?

Carga Viral (copias/ml)P
de la muestra
LTNP 1 2001-2005
LTNP 2 2001-2003 1987 1984 118
LTNP 3 2002-2007 1988 1982 <50
LTNP 5 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

Tabla 4.1 B. Individuos LTNP “modernos”.

Individuos Afio de Obtencién Afio Seroconversién — Datacién®  Carga Viral (copias/ml)®

de la muestra

LTNP 7

LTNP 10
LTNP 12
LTNP 14
LTNP 19
LTNP 30
LTNP 45
LTNP 64
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Tabla 4.1 A y B Clasificacion de los vitus de los individuos LTNP en funcién de la datacién. a) Afio
de datacion de las secuencias globales mediante el calculo de la distancia a la SCesp descrita en el apartado
anterior, b) Carga viral a lo largo del seguimiento calculada a partir de las determinaciones de carga viral
positiva segun el limite de deteccién 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/ml y <50 copias/ml respectivamente).

4.2. Estudio de los virus de individuos LTNP “modernos”.

Esta tesis se ha centrado en analizar la evolucién del VIH-1, en un grupo de ocho
individuos LTNP “modernos” descritos en el apartado anterior. Dos de los individuos eran
LTNP-CV (LTNP 7 y LTNP 45) y los seis restantes LTNP-NC. Las muestras fueron
obtenidas en el Centro Sanitario Sandoval, perteneciente a la Fundaciéon Hospital Clinico
San Carlos (IdiSSC) de la Comunidad de Madrid. Los individuos analizados en el presente
trabajo eran HSH y/o UDIV. Analizaremos las caracteristicas viroldgicas, inmunoldgicas y
genéticas de los individuos, asi como la posible correlaciéon de estas caracteristicas con el

estatus clinico y qué caracteristicas los diferencian del resto de individuos LTNP.

4.2.1 Analisis filogenético de los virus de los individuos LTNP “modernos”.

Para estudiar la evolucion viral en los individuos LTNP “modernos”, se llevé a
cabo un analisis filogenético de las secuencias nucleotidicas obtenidas a dilucion limite (ver
apartado 3.13.2). Se intentd analizar al menos 20 secuencias nucleotidicas individuales en
cada muestra de cada individuo, como se describe en el apartado 3.9.1. Las secuencias
fueron editadas y alineadas segun se describe en el apartado 3.12.1. Se emplearon distintos
métodos filogenéticos (N-] y ML) para la reconstruccién de los arboles con resultados

concordantes.

A continuacién, se presentan los arboles filogenéticos reconstruidos por el método
de ML (ver apartado 3.13.2) (Los alineamientos de las secuencias se encuentran disponibles
en el anexo I). Todos los arboles fueron generados sin raiz, por lo que se utilizaron como
grupos externos las cepas de referencia HXB2-LAI (IIIB) y 89ES061 (S61) del VIH-1,
(http/ /www.hiv.lanl.gov), (ver figuras 4.2 A - 4.2 H).

En el analisis todas las secuencias nucleotidicas obtenidas para cada individuo
forman grupos monofiléticos con altos valores de remuestreo (>90%), con excepcion de
los individuos LTNP 12 y LTNP 64 donde el valor de remuestreo, al utilizar como grupo

externo las cepas de referencia del subtipo B, es del 49% y 69% respectivamente (figuras
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4.2 B y 4.2 H). Ademas, en ambos casos se detectan clados independientes con alto valor
de remuestreo, e incluso en el caso del virus del LTNP 12 una de las cepas de referencia se
incluye entre ambos clados. Estos datos podrian estar indicando que estos individuos estan

infectados por dos virus.
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Figura 4.2 A: Evolucion de la cuasiespecie viral del paciente LTNP 10 entre los afios 2003 y 2005.
(Evolucion “Temporal”). El arbol filogenético fue reconstruido por ML, como se desctibe en el apartado
3.13.2, en la region C2-V5 del gen env con las secuencias nucleotidicas obtenidas a partir de CMSP. Se
incluyen las cepas de referencia S61 (89ES061) y IIIB (HXB2) como grupos externos. Los nimeros de los
nodos indican los valores de remuestreo obtenidos con 1000 réplicas y solo se representan valores mayores
del 75%. El color de cada secuencia hace referencia al afio de obtencién de la muestra. La flecha indica el
ACMR para todas las secuencias obtenidas del paciente. La barra representa un 5% de distancia genética
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Figura 4.2 B: Evolucion de la cuasiespecie viral del paciente LTNP 12 entre los afios 2003 y 2006.
(Evolucion “Temporal”)
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Figura 4.2 C: Evoluciéon de la cuasiespecie viral del paciente LTNP 30 entre los afios 1998 y 2004.
(Evolucion “Temporal”).
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Figura 4.2 D: Evolucion de la cuasiespecie viral del paciente LTNP 7 entre los afios 2002 y 2005.

(Evoluciéon “Atemporal”).
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Figura 4.2 E: Evolucién de la cuasiespecie viral del paciente LTNP 14 entre los afios 2005 y 2006.
(Evoluciéon “Atemporal®).
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LTNP 19
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Figura 4.2 F: Evolucion de la cuasiespecie viral del paciente LTNP 19 entre los afios 2004 y 2005.
(Evoluciéon “Atemporal”).
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Figura 4.2 G: Evolucion de la cuasiespecie viral del paciente LTNP 45 entre los afios 1998 y 2006.

(Evoluciéon “Atemporal®).
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Figura 4.2 H: Evolucion de la cuasiespecie viral del paciente LTNP 64 entre los afios 1999 y 2005.
(Evoluciéon “Atemporal”).
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4.2.2 Analisis filogenético de dos individuos con una potencial doble infeccion por

el VIH-1.

Para intentar investigar si los individuos LTNP 12 y LTNP 64 estaban infectados
por mas de un virus, decidimos volver a reconstruir el arbol filogenético incluyendo en el
analisis cepas de referencia del subtipo A y D como grupos externos. Como se puede
observar en la figura 4.3, el valor de remuestreo para el nodo que agrupa todas las
secuencias virales de un individuo sigue siendo excesivamente bajo (49%) en el caso del
LTNP 12. Sin embargo, en el caso del LTNP 64, aunque las secuencias agrupan todas
juntas con un valor de remuestreo del 100%, los dos virus de referencia del subtipo B se
introducen dentro del clado menos evolucionado del individuo LTNP 64. Estos datos
podrian indicar que estos individuos podian estar doblemente infectados.

Para confirmar la doble infeccién en estos individuos, se reconstruyé un arbol
filogenético por ML a partir de secuencias nucleotidicas derivadas del gen de la envuelta
completo. Se incluyeron secuencias obtenidas de individuos espafioles, europeos,
canadienses y estadounidenses con distintos tipos de progresion. También se incluyeron
cepas de referencia de distintos subtipos (figura 4.5). Como se puede observar en la figura
4.5, todas las secuencias correspondientes a un mismo individuo formaron clados unicos
(incluidas las obtenidas del paciente LTNP 64), s6lo las secuencias obtenidas del paciente
LTNP 12 forman dos clados independientes (A y B). La distancia genética media entre los
clados A y B (5.4%) es mayor que la distancia genética de cualquiera de estos dos clados a
otros aislados espafioles no relacionados epidemiolégicamente. El rango de distancias
genéticas entre cada clado y los aislados espafioles VIH-1 analizados, fue de entre 2.2%-
17.8% para el clado A y de 2.0%-18.3% para el clado B.

La presencia de dos clados independientes en la cuasiespecie viral del paciente
LTNP 12 junto con una mayor distancia genética entre los clados A y B que con aislados
virales no relacionados epidemiolégicamente, indica que este paciente esta doblemente
infectado con dos virus del subtipo B. A partir de que confirmamos la presencia de la doble
infeccidn, se analizaron de forma independiente las dos poblaciones virales.

En el caso del paciente LTNP 64, su cuasiespecie formé un clado unico por lo que
no podemos confirmar la existencia de una doble infecciéon. La presencia de dos
poblaciones virales claramente diferenciadas, donde una poblaciéon se encuentra mas
alejada del ACMR (poblacién B), y otra poblacion mucho mas proxima al ACMR
(poblaciéon A) indica distinto grado de evolucién en ambas poblaciones que podria estar

relacionada con compartimentalizacion de la infeccién en este paciente.
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Figura 4.3: Evolucion de la cuasiespecie viral del paciente LTNP 12 entre los afios 2003 y 2006. El
arbol filogenético fue reconstruido por ML, como se describe en el apartado 3.13.2, en la regién C2-V5 del
gen env con las secuencias nucleotidicas obtenidas de CMSP. Se incluyen las cepas de referencia S61 y IIIB del
subtipo B asi como una secuencia del subtipo A y del subtipo D como grupos externos. Los nimeros de los
nodos indican los valores de remuestreo obtenidos con 1000 réplicas y solo se representan valores mayores
del 75%. El color de cada secuencia hace referencia al afio de obtencién de la muestra. La flecha indica el
ACMR para todas las secuencias obtenidas del paciente. La barra representa un 5% de distancia genética.
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Figura 4.4: Evolucion de la cuasiespecie viral del paciente LTNP 64 entre los afios 1999 y 2005. El
arbol filogenético fue reconstruido por ML, como se describe en el apartado 3.13.2, en la regién C2-V5 del
gen eny con las secuencias nucleotidicas obtenidas de CMSP. Se incluyen las cepas de referencia S61 y IIIB del
subtipo B asi como una secuencia del subtipo A y del subtipo D como grupos externos. Los numeros de
nodos indican los valores de remuestreo obtenidos en el analisis de “bootstrap” con 1000 réplicas y solo se
representan valores mayores del 75%. El color de cada secuencia hace referencia al afio de obtenciéon de la

muestra. La flecha indica el ACMR para todas las secuencias obtenidas del paciente. La barra representa un
5% de distancia genética.
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Figura 4.5: Reconstruccion filogenética de secuencias nucleotidicas tinicas obtenidas de individuos
con distintos tipos de progresion, a partir del gen de la envuelta completo. El arbol filogenético fue
reconstruido por ML, como se describe en el apartado 3.13.2, utilizando secuencias del gen completo de la
envuelta de distintos tipos de individuos VIH-1 subtipo B pertenecientes a distintos grupos de riesgo y
distintos paises. Las cuasiespecies obtenidas de los individuos espafioles que no eran objeto del estudio se
colapsaron para visualizar mejor el arbol. La cuasiespecie obtenida del paciente LTNP 12 se muestra en color

rojo y la del paciente LTNP 64 en color verde.
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4.2.3 Heterogeneidad y divergencia de las cuasiespecies virales.

Tras la reconstruccion filogenética, analizamos la variabilidad genética en los virus
de los individuos mediante el calculo de heterogeneidad y divergencia virales, para
determinar si eran concordantes con los modelos de evolucién previamente descritos por el
grupo [208].

La heterogeneidad de la cuasiespecie viral, se definié6 como la distancia genética
media entre todas las posibles comparaciones de pares de secuencias dentro de una misma
muestra. Hsta heterogeneidad fue analizada en el ADN viral proveniente de CMSP segun
se describe en el apartado 3.13.3.

La divergencia de una cuasiespecie viral, se defini6 la distancia genética entre
todas las secuencias obtenidas en una muestra y el ACMR del individuo, segtin se describe
en el apartado 3.13.3 y 3.13.4. La divergencia anual se definié como el incremento medio
por afo de la distancia genética de las secuencias de la cuasiespecie al ACMR (ver apartado
3.13.4).

La heterogeneidad media obtenida en las cuasiespecies virales de los individuos
analizados oscila entre el 5.4 y el 8.6% y la divergencia anual media de los virus de estos

individuos oscila entre el 0.84 y el 1.5% (ver tabla 4.2 ,4.3, 4.4 y la figura 4.6).

Tabla 4.2. Caracteristicas virologicas de los individuos LTNP “modernos”.
Modelo Paciente = Afode  Afio VIH Heteroge-  Divergencia®
VIH+ muestra DNA ¢ neidad
Copias media*
/10°
LTNP 10 8.2£0.9 1.5%0.13
Temporal LTNP 12 A=0.73£0.3 A=NS
B=6.4+0.7 B=1.2%0.28

LTNP 30 7.311.3 1.240.28

LTNP 7
LTNP 14
Atemporal LTNP 19
LTNP 45
LTNP 64

Tabla 4.2: Caracteristicas virologicas de los individuos LTNP “modernos”. a) afio de datacién de las
secuencias virales mediante la ecuacién de la figura 4.1, b) carga viral media durante el seguimiento que
incluye al menos tres muestras, c) carga proviral media durante el seguimiento que incluye al menos tres
muestras, d) los valores de heterogeneidad media se corresponden al valor promedio de los valores de
heterogeneidad obtenidos en cada una de las muestras analizadas del paciente tal y como se indica en el
apartado 3.13.3 £ el error estindar, e) divergencia promedio anual (en %) estimada como se describe en el
apartado 3.13.4 * el error estindar. Los casos en los que el calculo de la divergencia media anual no alcanzé
un valor estadisticamente significativo se muestran como NS.
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4.2.4. Clasificacion de los virus de los individuos L TNP “modernos”.

En funcién de los resultados obtenidos en el apartado 4.2.1 y 4.2.3, los individuos
fueron clasificados segin su modelo de evoluciéon en “temporales” o en “atemporales”
siguiendo la clasificacion descrita por Bello et al. [208] (ver tabla 4.2).

La topologia correspondiente al modelo “temporal”, representada por los
individuos 10, 12B y 30 (ver figuras 4.2 A, B y C), se caracteriza por una continuidad en la
evolucién del virus, pues a partir de las secuencias nucleotidicas correspondientes a la
cuasiespecie mas antigua se originaban las secuencias nucleotidicas que constitufan las
cuasiespecies postetiores. Ademas, se observa como en general, las secuencias aisladas mas
tardfamente se encontraban mas lejos del nodo del arbol filogenético (ACMR del paciente)
que las secuencias mas tempranas.

En la topologia del modelo “atemporal”, representada por los individuos 7, 14, 12A,
19, 45y 64 (ver figuras de la 4.2 D a la H), no se observa una continuidad en la evolucién viral
y las variantes que circulaban en un momento dado no siempre daban origen a las variantes
inmediatamente posteriores. Por su parte, las secuencias nucleotidicas de las muestras mas
tardias tampoco se hallaban necesariamente mas distantes del ACMR del paciente que las
variantes mas tempranas.

El patrén “temporal”, caracteristico de los individuos 10, 12B y 30, coincidia
perfectamente con el modelo descrito por Mullins para individuos crénicos [151], que se
caracterizaba por un incremento constante tanto de la heterogeneidad como de la
divergencia de las cuasiespecies a lo largo del tiempo. El patron “atemporal”, caracteristico
de los individuos 7, 10, 12A, 19, 45 y 64 no sigue este modelo y se caracterizaba por una falta
de estructura temporal en la diversificacion de las cuasiespecies. En este patrén de

evolucién no hay un aumento de la divergencia anual media.

4.2.4.1 Individuos LTNP “modernos temporales”.

Como se puede observar en la tabla 4.3 los virus de los individuos LTNP
“modernos temporales” (LTNP 10, LTNP 12B Y LTNP 30) presentan una heterogeneidad
que oscila entre un 4.2% y un 11.2%. La divergencia presenta unos valores que oscilan
entre 6.8 % y 16.47%. En los arboles filogenéticos mostrados en las figuras 4.2 A ala 4.2 C

(13

se observa que, los individuos “temporales” muestran una sustituciéon constante de los
linajes virales y, por lo tanto, un incremento lineal tanto de la divergencia como de la
heterogeneidad de las cuasiespecies virales en el tiempo (ver figura 4.6), que no se observa

en los individuos “atemporales”.
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Tabla 4.3 Heterogeneidad y divergencia de los virus de los individuos LTNP ‘“modernos

temporales”.

PACIENTE MUESTRA HETROGENEIDAD DIVERGENCIA

7.010.36 10.7+0.83
10-4 6.3+0.36 12.981+0.45
LTNP 10 10-6 10.0£0.40 14.36+0.68
9.71+0.50 16.47%0.81

4.2+0.66 6.8+0.80
LTNP 12B 12-2 5.810.61 7.4%£0.79

12-3 5.1+0.83 7.310.80
12-4 6.4£1.0 7.5%1.00
12-6 8.1+0.38 10.9£0.70

8.6+0.44 12.1£1.00

9.2+0.45 7.0£0.7

30-3 11.0£0.45 8.6+0.8

30-4 11.2+0.43 10.0x1.1

LTNP 30 30-6 5.0+0.38 14.0£3.2
30-7 5.5£0.35 14.7£1.6

30-8 7.610.40 13.9£2.9

30-11 11.120.46 13.3£1.0

4.2.4.2 Individuos LTNP “modernos atemporales”.

Los virus de los individuos LTNP “modernos atemporales” son un grupo mas heterogéneo
en cuanto a diversidad genética y divergencia se refiere. Los valores de heterogeneidad
oscilan entre un 0.12% a un 11.3% y los de divergencia entre un 1.8% a un 17.1% (ver tabla
4.4). El virus del paciente LTNP 12A es el que presenta unos valores de heterogeneidad y
divergencia mas bajos, siendo un virus poco evolucionado, pareciéndose a los virus de los
individuos LTNP “ancestrales”. En el paciente LTNP 14 podemos observar un aumento
tanto de heterogeneidad como de divergencia en la segunda muestra. Esto se debe a la
apariciéon de variantes virales CXCR4 que no aparecen ni en la primera ni en la tercera
muestra. En el virus del paciente LTNP 45 se puede observar un aumento lineal de la
heterogeneidad en las dltimas muestras, no visible en las primeras, que no se corresponde
con un aumento en la divergencia, que permanece mas o menos constante a lo largo del
seguimiento excepto en la ultima muestra.

Estas variaciones en la heterogeneidad y divergencia se deben a que en estos
individuos no hay un reemplazamiento temporal de los linajes virales (ver figuras 4.2 D-4.2
H). Estos datos sugieren que en estos individuos se van activando distintos reservorios
virales de forma aleatoria a lo largo del tiempo, observandose fluctuaciones en las

subpoblaciones virales.
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A pesar de la gran diferencia a nivel de la estructura filogenética hallada en estos
dos grupos de individuos, no pudimos encontrar diferencias estadisticamente significativas

(t-test p> 0.05) a nivel de heterogeneidad o divergencia.

Tabla 4.4. Heterogeneidad y divergencia de los individuos LTNP “modernos atemporales”.

PACIENTE MUESTRA HETROGENEIDAD DIVERGENCIA

7-1 5.8£0.26 4.710.74
LTNP 7 7-2 8.710.49 6.1+1.18
7-3 11.3+0.33 9.55%1.36
12-1 NA 1.8£0.00
12-2 2.0£0.32 3.7+1.20
LLTNP 12 12-3 0.220.04 1.8£0.07
12-4 0.8+0.14 1.8%0.04
12-6 0.12+0.12 1.81£0.24
12-8 0.53+0.12 2.410.09
14-2 5.710.26 6.4+1.00
LTNP 14 14-3 8.31£0.29 10.6+1.00
14-4 6.210.32 8.9£0.80
19-1 5.8£0.28 6.210.5
LTNP 19 19-2 3.7%0.30 7.410.20
19-3 8.4£0.35 7.4%0.20
45-1 5-9£0.27 9.1£0.80
45-4 5.1+0.36 10.5+0.70
45-5 4.1+0.13 12.8+0.20
45-7 3.2+0.13 11.4+0.20
45-8 4.41+0.13 12.1+0.20
LTNP 45 45-10 2.4%0.15 11.1+0.20
45-11 6.3£0.48 10.8£0.90
45-13 6.620.51 12.2+1.10
45-14 7.110.60 10.4+0.90
45-15 9.1£0.28 14.5£0.90
64-1 5.0£0.20 12.9£0.60
64-4 6.810.20 16.5+0.60
LTNP 64 64-5 9.3£0.40 13.3£1.30
64-6 6.810.30 17.1+0.40
64-7 6.1£0.20 16.9£0.40
64-8 6.0£0.20 17.0£0.30

NA: no aplicable. En esta muestra sélo se encontré una secuencia correspondiente al virus A del paciente
LTNP 12.
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Figura 4.6. Evolucion de la heterogeneidad y la divergencia viral (respecto al ACMR) durante el
periodo de seguimiento de los individuos LTNP “modernos”. En la patte superior se muestran los virus
con un patrén de evolucién “temporal” y en la inferior los virus con patrén de evolucién “atemporal”. En el
eje de ordenadas se representa la distancia genética media, y en el de abscisas se representa el tiempo
transcurrido en afios desde el primer VIH positivo.
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4.2.5 Analisis de Ias mutaciones sindnimas y no-sinénimas sitio a sitio en el gen env
de los virus de los individuos LTNP.

Para tratar de investigar las causas que estin promoviendo las diferencias
encontradas a nivel filogenético entre los virus, nos propusimos analizar si existian
diferencias en las fuerzas selectivas que podian estar influenciando la evolucioén de los virus
en estos individuos. Para ello intentamos analizar si existian diferencias en las posiciones
aminoacidicas en las que se estaban acumulando las mutaciones sinénimas y no sinénimas
en las secuencias nucleotidicas obtenidas mediante el programa HyPhy que se encuentra
disponible en el servidor web www.datamonkey.org/. Este andlisis se realizé en la region
C2-V5 del gen emv, utilizando un analisis integrativo de los resultados obtenidos con los
métodos SLAC, FEL y REL. De esta forma pudimos testar las fuerzas selectivas que
estaban operando en nuestro alineamiento sitio a sitio. Las posiciones sujetas tanto a
seleccion positiva como a seleccion negativa fueron tenidas en cuenta cuando fueron
identificadas por al menos dos de los métodos de anlisis (ver apartado 3.13.5).

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 4.7 y en la tabla 4.5 A (seleccion positiva)
y B (seleccién negativa). Todas las posiciones estan referidas a la secuencia consenso del
subtipo B de la base de datos de Los Alamos ( https://www.hiv.lanl.gov/ ).

Si observamos las graficas de la figura 4.7, podemos ver que la distribucién de los
sitios de seleccion no es homogénea en todas las regiones estudiadas. Aunque vemos
alguna posicion seleccionada positivamente al final de la region C4, en las regiones V3 y C4
practicamente solo hay seleccion negativa. Que ocurra esto en las regiones V3 y C4, puede
deberse a que son zonas estructuralmente muy importantes, que no se alteran facilmente ya
que en ellas se encuentran los sitios de reconocimiento del co-receptor (CCR5) y del
receptor (CD4) respectivamente [209, 210].

En el resto de regiones nos encontramos con ambos tipos de seleccidon, no
existiendo una diferencia clara, ni por regiones ni por tipo de seleccién, entre los dos

patrones de evolucion viral.
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Figura 4.7. Grafico por regiones de las posiciones encontradas bajo seleccién positiva o negativa. En
estos graficos se muestran los sitios bajo selecciéon positiva encontrados en al menos dos de los analisis con
un valor arbitrario de 1, los sitios que se encuentran bajo seleccién negativa encontrados en al menos dos de
los analisis se muestran con un valor arbitratio de -1. En rojo se muestran los sitios de seleccién tanto
positiva como negativa de los individuos LTNP Temporales y en azul los individuos LTNP Atemporales.
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Si consideramos las posiciones encontradas globalmente, se observa que en ambos
grupos hay una mayor acumulaciéon de posiciones seleccionadas negativamente (mutaciones
sinénimas, 39 en el grupo de los temporales y 92 en los atemporales). Teniendo en cuenta
el namero de individuos en cada grupo, tres en los temporales y cinco en el grupo de los
atemporales, no se observan diferencias estadisticamente significativas entre ellos, ni en
seleccion positiva ni en negativa (ver tabla 4.0).

A pesar de que hay una gran variabilidad en los sitios que se encuentran bajo
seleccion positiva o negativa en cada virus, hay determinadas posiciones que aparecen
seleccionadas en varios de ellos. Estas posiciones se muestran en la tabla 4.5A para las
posiciones seleccionadas positivamente y en la tabla 4.5B para las seleccionadas

negativamente.

Tabla 4.5A: Posiciones aminoacidicas seleccionadas positivamente en mas de un virus

REGION POSICION LTNP TEMPORALES LTNP ATEMPORALES

Aparecen sombreadas en amarillo las posiciones aminoacidicas encontradas en ambas topologfas de virus.

Centrandonos en la selecciéon positiva, observamos que hay doce posiciones que
aparecen en mas de un virus. De estas posiciones, cuatro son exclusivas de individuos
atemporales, y el resto aparecen en ambos tipos de individuos.

Cuando observamos los sitios que aparecen sometidos a presion negativa vemos
que el numero de posiciones seleccionadas es bastante mayor. En este caso hay cuarenta
posiciones que aparecen en mas de un virus, de las cuales una es exclusiva de virus
temporales (0.4%), otras diez sélo aparecen en virus atemporales (25%) y los veintinueve
restantes aparecen en ambos tipos de virus (72.5%). Como era de esperar, estas posiciones

son sitios muy conservados dentro de las cuasiespecies obtenidas de cada virus y en la
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mayortia de los casos, el aminoacido coincide con el de la secuencia consenso del subtipo B,
pudiendo estar relacionadas estas posiciones con el mantenimiento de la estructura de la

glicoproteina gp120 y por tanto de la capacidad replicativa del virus.

Tabla 4.5B: Posiciones aminoacidicas seleccionadas negativamente en mas de un virus

REGION POSICION LTNP TEMPORALES LTNP ATEMPORALES
280T ’ + +
286N ‘ +
2911 ‘ + +
295R ‘ + +
297N ‘ + +
298N ‘ +
299N ‘ +
309G ‘ + +
311A ‘ + +
312F ‘ +
324Q ‘ + +
328N ‘ +
333K ‘ + +
344K ‘ + +
345L ‘ +
347E ‘ + +
353T ‘ +
3598 ‘ + +
373C ‘ +
378F ‘ + +
379Y ‘ + +
380C ‘ +
383T ‘ + +
386F ‘ + +
4071 ‘ + +
412N ‘ + T
419K ‘ + +
422Y ‘ + +
425P ‘ + +
4301 ‘ + +
437T ‘ + +
439L ‘ + +
441L ‘ + +
442T ‘ + +
446G ‘ + +
4521 ‘ + +
453F ‘ + T
454R ‘ +
459D ‘ + +
461R T

Aparecen sombreadas en amarillo las posiciones encontradas en ambas topologias de vitrus.
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También se encontraron posiciones aminoacidicas en los dos tipos de virus, bajo
seleccién positiva, que en la mayoria de los casos (9/11), se corresponden con inserciones
de aminoacidos con respecto a la secuencia consenso B ubicadas en las regiones variables,

por este motivo no se han podido numerar.

Tabla 4.6. Resumen del analisis de seleccion en los virus de los individuos LTNP Temporales y

Atemporales
SELECCION POSITIVA SELECCION NEGATIVA

Individuos Individuos Individuos Individuos
Temporales Atemporales Temporales Atemporales

6 7 4 7

1 2 8 19

6 9 17 26

6 12 7 11

2 7 14 19

2 2 5 10

23 39 55 92

Total/n° 7.6 7.8 18.3 18.4

individuos

Comparando los sitios bajo seleccién positiva hallados en las distintas regiones en
los virus de los dos grupos de individuos, no encontramos diferencias estadisticamente
significativas en las regiones analizadas. Si comparamos el numero de posiciones globales
bajo presion positiva o negativa entre los dos grupos de virus, teniendo en cuenta el
nimero de individuos en cada uno de ellos, no se observan diferencias en funcién del
patrén de evolucion.

Si observamos en la tabla 4.6, parece que la seleccion negativa es la que esta
dirigiendo la evolucién en ambos grupos de virus ya que hay mas del doble de posiciones
seleccionadas negativamente. A pesar de esto, las diferencias entre seleccién positiva y
negativa no tienen apoyo estadistico.

En resumen, en las secuencias virales obtenidas de los individuos en seguimiento,
hemos comprobado que existe una mayor presencia de sitios bajo seleccién negativa que
bajo selecciéon positiva. Esto indicarfa que la evolucién de esta proteina estd mas
condicionada por el mantenimiento de su estructura que por presiones selectivas (como la

presion inmune).
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4.2.6 Analisis de dN y dS.

Si en lugar de analizar las posiciones sometidas a presion sitio a sitio, analizamos
globalmente la acumulacién de mutaciones sinénimas o no sinénimas en la cuasiespecie,
mediante la diferencia entre dN-dS, encontramos que la mayorfa de los individuos
temporales tienen una dN-dS> 1 y los atemporales dN-dS<1. Los resultados se muestran

en la tabla 4.7 (ver apartado 3.13.5).

Tabla 4.7. Resultados del analisis dN-dS en los dos grupos de virus.

dN-dS Temporales dN-dS Atemporales
LTNP 10 = -0.025 LTNP 7 =0.013
LTNP 12 = 0.014 LTNP 14 = 0.024
LTNP 30 = 0.029 LTNP 19 =-0.012

LTNP 45 =-0.018

LTNP 64 = -0.033

Estos resultados estan en concordancia con un trabajo previo realizado en el laboratorio,
en el que se estudiaba la evolucién viral en cuatro individuos (dos LTNP y dos PC) [208].
Como se puede observar en la tabla 4.7, la evolucién de los virus con estructura
“temporal”, en los que el tiempo de estudio fue mayor (LTNP 12 y 30), esta asociada con
seleccion positiva. Sin embargo, la estructura “atemporal” esta asociada en mayor medida
con la seleccion negativa. Las discrepancias en estos grupos aparecen en los individuos con
un tiempo de estudio menor, mientras que los individuos en los que se estudié su
evolucién a largo plazo concuerdan con lo observado previamente en el laboratorio [208].
Estas diferencias podtian deberse a una distinta presion selectiva por parte del sistema

inmune del huésped.

4.3.1 Anailisis de las caracteristicas clinicas de los individuos LTNP “modernos”:

catga viral, numero de células T CD4" y T CD§".

La carga viral plasmética, asi como el ndmero de linfocitos T CD4" y T CD8" se
analizaron a lo largo de todo el seguimiento de los individuos “modernos” (ver tabla 4.8 y
tigura 4.10).

Este grupo de individuos es muy heterogéneo en cuanto a la carga viral se refiere.
Hay individuos como el LTNP 45 o el LITNP 7 con CV por debajo de las 2.000 copias/ml,
otros como el LTNP 10 o el LTNP 12 mantienen la carga por debajo de las 8.000
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copias/ml. El resto de los individuos tienen una CV comprendida entre 14.000 — 85.000
copias/ml.
No pudimos encontrar diferencias estadisticamente significativas en ninguno de los

parametros analizados entre los dos grupos de individuos (ver figura 4.9).

Tabla 4.8. Caracteristicas clinicas de los individuos LTNP “modernos”.

Paciente  Carga Viral* LT CD4** LT CD8*c CD4*/CD8% % LT CD4*c % LT CD8+f

LTNP 10

LTNP 12

LTNP 30
Media

LTNP 7
LTNP 14
LTNP 19
LTNP 45
LTNP 64
Media

Se presentan los valores medios de los individuos a lo largo del seguimiento. a) Carga viral plasmatica (n® de
copias ARN/ml), b) nimero de linfocitos CD4*(células/pl), ¢) nimero de linfocitos CD8*(células/pl), d)
cociente CD4*/CD8", ¢) potcentaje de células CD4*, f) potcentaje de células CD8*.
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Figura 4.9. Caracteristicas clinicas de los individuos LTNP “modernos”. Se presentan los valores
medios de los individuos a lo largo del seguimiento. a) Carga viral plasmatica (n® de copias ARN/ml), b)
numero de células T CD4*(células/ul), c) nimero de células T CD8* (células/ pl).
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Figura 4.10: Carga viral y numero de células T CD4* y T CD8" en individuos LTNP “modernos”. La
carga viral plasmética (copias ARN/ml) se representa en el eje izquierdo, y el ndmero de células T CD4" y T
CD8" (células/pl) en el eje derecho de cada grafico. Las representaciones se tefieten al iempo en afios desde
diagnéstico representado en el eje de abscisas. Las flechas representan las muestras que han sido utilizadas
para el andlisis de la evolucion viral en cada paciente. Los nimeros de identificacién de cada paciente se
sitdan en la parte superior de cada grafico.
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La dindmica de células T CD4" y T CDS8" de los individuos se analizé6 mediante un
analisis de regresion lineal del porcentaje de células T para determinar si habfa un aumento

o disminucion significativa en el nimero de células a lo largo del seguimiento.

Los resultados se muestran en las figuras 4.10, 4.11 y 4.12 asi como en la tabla 4.9.
El analisis determiné que habia un descenso estadisticamente significativo en el numero de
células T CD4" a lo largo del seguimiento en todos los individuos excepto en el paciente
LTNP 19. El porcentaje de caida oscila entre el 1.4% en el paciente LTNP 7 y el 0.6% en
el paciente LTNP 45.
De tal manera, el analisis por regresion lineal del porcentaje de células T CD8", mostré un
aumento estadisticamente significativo en el numero de células en los individuos LTNP 7,
LTNP 12, LTNP 10, LTNP 64 (ver tabla 4.9). En el resto de individuos no se detecté un
aumento o disminucién estadisticamente significativo de este tipo celular a lo largo del
seguimiento. Estos resultados sugieren que los LTNP “modernos” no son un grupo
homogéneo, ni siquiera dentro del subgrupo “temporal” o “atemporal”, y que mientras un
grupo de individuos siguen la dinamica de los individuos con PC (LTNP 7, LTNP 12,
LTNP 10 y LTNP 64) otro grupo (LTNP 14, LTNP 30 y LTNP45) pierde células T CD4"
pero mantiene el numero de células T CD8" y el paciente LTNP 19 mantiene un equilibrio
entre ganancia y pérdida de células T con una dinamica similar a la que tienen los

individuos LTNP “ancestrales”.

Tabla 4.9: Dinamica de las poblaciones de las células T CD4* y T CD8*

Paciente % CD4+ P Valor P Valor

LTNP 10 -1,358%
LTNP 12 -1,090% 0,0003 1,322% 0,0058

1,813%

LTNP 30 -0,8559% 0,0024 0,1050% 0,6769
Media (1) -1,101% 1.567%

LTNP 7 -1,416%
LTNP 14 -0,8284% 0,0038 -0,5492% 0,0716

2,294%

0,0450

LTNP 19 -0,3105% 0,6536 -0,0411% 0,7625
LTNP 45 -0,6764% 0,0094 -0,00579% 0,7158
LTNP 64 -1,092% 0,0132 2,114% 0,0173
Media (1) -1.00% 2,204%

En rojo se muestran los valores que tienen un apoyo estadistico significativo.
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TEMPORALES
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Figura 4.11: Analisis por regresion lineal del porcentaje de células T CD4+ en individuos LTNP
“modernos” a lo largo del seguimiento. En el eje de ordenadas de cada grafico se representa el % de
células T CD4". El namero de identificaciéon de los individuos se encuentra en la parte superior de cada
grafico. En rojo se muestra el valor de la pendiente en los individuos donde es estadisticamente significativa.
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Figura 4.12: Analisis por regresion lineal del porcentaje de células T CD8* en individuos LTNP
“modernos” a lo largo del seguimiento. En el eje de ordenadas de cada grafico se representa el % de
células T CD8". El nimero de identificaciéon de los individuos se encuentra en parte superior de cada grafico.

En rojo, se muestra el valor de la pendiente en los individuos donde es estadisticamente significativa.
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4.4 Estudio Virolégico de los individuos LTNP “modernos”

4.4.1 Co-cultivo de los virus de los individuos LTNP “modernos”.

Para complementar el estudio filogenético de los virus de los individuos LTNP
“modernos” nos propusimos aislar los virus de estos individuos para poder hacer una
caracterizacion virologica de los mismos y tratar de medir la capacidad replicativa (eficacia
biolégica) de estos virus, pudiendo asi determinar en qué medida esta afectando el virus a la
progresion de la enfermedad.

Los co-cultivos de los virus se hicieron segun se explica en los apartados 3.3.6 al

3.3.8. Los virus obtenidos fueron los siguientes:

VIRUS PACIENTE MUESTRA
LTNP 7 3 (2005)
LTNP 10 3 (2003) 4 (2004)
LTNP 12 5 (2005)
LTNP 19 3 (2005)
LTNP 64 G (2004) 7 (2004) 8 (2005)

Los co-cultivos de los individuos LTNP 14 y LTNP 45 fueron negativos tras un
mes en cultivo. El co-cultivo del LTNP 30 dio un valor de p24 muy bajo no pudiendo

obtenerse semilla de este virus.

4.4.2 Cinética de replicacion de los virus de los individuos LTNP “modernos”.

Para medir la eficacia biolégica de los aislados primarios de los individuos LTNP
“modernos” se llevé a cabo un ensayo por triplicado de cinética de replicacion, utilizando
como grupo control tres aislados primarios de individuos PC tal y como se explica en el

apartado 3.5 de materiales y métodos. Los resultados se muestran en la figura 4.13.
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Figura 4.13. Cinética de replicacion de los aislados primarios LTNP “modernos”. En esta
grafica se muestran los resultados del ensayo de cinética de replicacién de los aislados primarios de LTNP
“modernos” en comparacién con aislados primarios de PC. En rojo se muestran los virus con patrén de
evolucién “temporal” y en azul los virus con patrén de evolucion “atemporal”. Se recogié una alicuota de
sobrenadante cada dos dfas para cuantificar la concentracién de p24 durante los ocho dias que dura el ensayo.

Como se puede observar en la figura 4.13, la capacidad replicativa de los aislados
primarios de los LTNP “modernos” es ligeramente inferior a la de los PC. Los LTNP
replican de forma mas lenta durante los cuatro primeros dfas, igualando el nivel de
replicacion de los PC al final del ensayo. Es probable que la caida en replicacion de los PC
a partir del dia seis se deba a una saturacién del sistema, ya que no se afladen CMSP nuevas
durante el ensayo. En el caso del aislado obtenido del paciente LTNP 7 (patrén de
evolucién “atemporal”), se observa un nivel de replicacién claramente inferior al del resto
de los LTNP y de los PC. El aislado del paciente LTNP 10.3 (patrén de evolucion
“temporal”), parece ser el que mejor replica igualando los niveles de los aislados de PC, no
encontrando diferencias entre los dos aislados obtenidos (10.3 y 10.4) que se solapan en la
grafica.

Si nos fijamos en el virus del paciente LTNP 64 (patrén de evolucion “atemporal”),
encontramos diferencias en la capacidad replicativa entre el virus de la muestra 64.6 y la 7-
8. Para ver mejor estas diferencias, realizamos un analisis de regresion lineal. Como se
puede observar en la figura 4.14, hay una tendencia clara a una mejora en la eficacia
replicativa de los virus 64.7 y 64.8 con respecto al virus 64.6, aunque las pendientes no son
estadisticamente significativas. En base a estos resultados, podriamos decir que el virus de

este paciente esta mejorando su eficacia con el tiempo.
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Figura 4.14. Analisis por regresion lineal de los distintos aislados del paciente LTNP 64.

A excepcion del paciente LTNP 7, cuyo aislado replica peor que los demas virus,
no se observan diferencias significativas entre los virus aislados de LTNP y los de PC (t-
test p>0.100). En base a este ensayo, no podemos decir que la diferencia en la progresion
de la enfermedad entre los individuos LTNP “modernos” y los PC se deba a que presentan

un virus con una capacidad replicativa reducida.

4.5 Estudio inmunolégico de los individuos LTINP

“modernos”.

4.5.1 Estudio de neutralizacion en los individuos L TNP “modernos”,

Después de aislar los virus de los individuos y analizar su capacidad replicativa nos
propusimos realizar un ensayo de neutralizacion autéloga con los virus obtenidos de los
individuos LTNP “modernos”. Se estudié la capacidad de neutralizacion del plasma
contemporaneo al virus y un plasma moderno, posterior a la muestra de la que se aislo el
virus. También se realiz6 un ensayo de neutralizacién heterdloga utilizando un pool de
sueros positivos. El ensayo se llevé a cabo tal y como se explica en el apartado 3.4 de
materiales y métodos.

El porcentaje de neutralizacién que se obtuvo en los ensayos con plasma aut6logo

contemporaneo fue muy bajo o nulo, excepto en el caso del virus del paciente LTNP 64
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(ver tabla 4.10). Cuando utilizamos un plasma autélogo moderno, los porcentajes de
neutralizacién aumentan. No se pudo realizar este ultimo ensayo en el caso de los
individuos LTNP 7 y LTNP 19, dado que no habia muestras posteriores a la de obtencion
del virus. En el caso de la neutralizaciéon heterdloga, los porcentajes de neutralizacion
obtenidos fueron superiores al 50% en todos los casos. Los porcentajes de neutralizacién
obtenidos se muestran en la tabla 4.10.

Para obtener los titulos de anticuerpos neutralizantes se calcul6 la ICy, (el inverso
de la dilucién de suero necesaria para reducir las URL al 50%). En la neutralizacion
autologa contemporanea solo se pudo obtener la IC,, en los individuos LTNP 10 y LTNP
64. En los individuos LTNP 7, LTNP 12 y LTNP 19 no se detect6 neutralizaciéon usando
un plasma contemporaneo. Cuando usamos un plasma moderno, sélo obtuvimos la IC;,
en los virus del LTNP 10 y LTNP 64. En los casos del LTNP 7 y LTNP 19 no pudo ser
determinada por no haber muestras posteriores a la fecha de obtencion del virus. En el
caso de la neutralizaciéon heteréloga se pudo determinar la IC,, en todos los casos. Los

resultados se muestran en la tabla 4.11.

Tabla 4.10. Analisis de neutralizacion de los virus asilados de individuos LTNP “modernos”.

Virus del paciente Plasma Plasma Moderno Heterdloga

Contemporaneo

LTNP 12.5
LTNP 10.4

LTNP 7.3
LTNP 19.3
LTNP 64.8

. * NA no analizado.

Tabla 4.11. Titulo de Ac neutralizantes ICs) en individuos LTNP “modernos”

Virus del paciente ICso Plasma ICsp Plasma Moderno ICso Heteréloga

Contemporaneo
LTNP 12.5
LTNP 10.4

LTNP 7.3
LTNP 19.3
LTNP 64.8

* ND no detectable. *NA no analizado.
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4.5.2 Factores genéticos asociados al huésped.

Para completar el analisis de los factores implicados en el control de la infeccion,
analizamos los factores genéticos de los individuos que pudieran estar afectando al curso de
la enfermedad. La caracterizacién genética del huésped fue llevada a cabo por el laboratorio
del Dr. Amalio Telenti en el centro de investigaciéon Institute of Microbiology, University
Hospital Center, University of Lausanne, Lausanne, Suiza (ver apartado 3.15 y tabla 4.12).

Se analizaron distintos marcadores genéticos del huésped que se han asociado con
una progresion mas lenta, como el haplotipo del CCR5, CCR5 del32, CCR2 V64I,
variacion en el nimero de copias de CCL3L1, alelos protectores del HLA-B (B*2705,
*5701, *5101, *1302), el serogrupo A10 (A*2501, A*2601) y el A*3201. Los alelos HLA de
riesgo que se incluyeron en el analisis fueron B35Px (B*3503), el serogrupo B22 (B*55,
B*56), B*¥1801, A*2402 y A*2301[204]. Los resultados se muestran en la tabla 4.12. El

paciente LTNP 19 no pudo ser analizado por falta de material.

Tabla 4.12. Analisis de los marcadores genéticos del huésped.

5 -
g p3fo>§ 8 PBS|zeY|Z§ 5% 3
LTNP 10 1 1 HHC| HHC| 3 1 - 1 3
LTNP 12 12 11 HHCHHG*Z 2 1 12 1 2
LTNP 30 11 11 2 11 1 12 -2
g LTNP7 12 1 HHC|HHG*Z 2 1 n 12 1
g_ LTNP 14 12 12 HHG*JHHF*2 1 1 u 12 3
:(E’ LTNP 45 11 11 HHC| HHC| 2 11 12 1 2
LTNP 64 12 12 HHG*IHHF*2| 3 11 12 1

Los factores protectores se muestran en verde y los factores de riesgo se muestran en rojo. La puntuacién se
uso6 para reunir la informacién genética y se obtuvo de la siguiente forma: en este modelo el impacto de cada
alelo se asume que es el mismo excepto por el signo (alelos con un efecto protectivo se suman, los alelos de
riesgo se restan). Aunque en la tabla se indican todos los factores analizados, para la puntuacién solo se
tuvieron en cuenta los siguientes: CCR5A32 (0,1), CCR2V64I (0,1,2), CCR5 P1 homocigoto (0,-2), HLA-B
protectores (0,1,2) y de riesgo (0,-1, -2). [204].

Si miramos la puntuacién global del grupo de individuos LTNP “temporales™ (10,
12 y 30) es menor (3) que la del grupo de individuos LTNP “atemporales” (9), lo que
implica una mayor acumulacion de factores protectores en este ultimo grupo de individuos.
Esta diferencia se mantiene si dividimos la puntuacién obtenida de cada grupo entre el
numero de individuos que hay en cada uno (1 frente a 2,25). La diferencia en la puntuacién

entre los individuos de ambos grupos no es estadisticamente significativa. Esto es debido al
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amplio rango de valores observados en los individuos temporales (desde -2 a+3), mientras
que en los individuos atemporales el rango es menor (entre 1y 3).

En base a estos resultados, no podemos afirmar que las diferencias encontradas a
nivel filogenético se deban a diferencias en el huésped, aunque los datos apuntan a que los
individuos LTNP atemporales parecen tener una mayor acumulacién de factores

protectores.

4.5.3 Analisis de la concentracion de B2 microglobulina y titulo de anticuerpos

especificos frente a Ia gp160 del HIV-1 en plasma.

En un intento de estimar el grado de activaciéon inmune en ambos grupos de LTNP
“modernos”, realizamos un analisis comparativo de la concentracion de 2 microglobulina,
mientras que para evaluar la respuesta inmune humoral realizamos un ensayo para medir el
titulo de Ac especificos frente a la gp160/p25 del VIH-1. Con estos ensayos intentamos
encontrar diferencias entre los dos grupos de individuos LTNP “modernos”. Los ensayos
se realizaron tal y como se explica en los apartados 3.6 y 3.7 de Materiales y Métodos.

Cuando analizamos la 2 microglobulina, encontramos que el grupo de individuos
LTNP “modernos atemporales” tenfan una concentraciéon en plasma mayor que la de los
“temporales”, aunque esta diferencia no es estadisticamente significativa. Los valores de 32
microglobulina se muestran en la tabla 4.13.

Los titulos de anticuerpos frente a gp160/p25 obtenidos son similares en ambos

grupos de individuos. Los valores de Ac gp160/p25 se muestran también en la tabla 4.13.

Tabla 4.13. Medida de la concentracion de B2 microglobulina y del titulo de Ac gpl60/p25 en

individuos LTNP “modernos”.

Paciente B2 microglobulina pg/ml Ac gp160/p25

LTNP 10

LTNP 12

LTNP 30
Media

LTNP 7
LTNP 14
LTNP 19
LTNP 45
LTNP 64.8
Media
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4.6 Analisis de la pérdida de control en dos individuos LTNP.

Durante el seguimiento de los individuos LTNP 12 y LTNP 64, observamos una
pérdida del control de la enfermedad tras casi 27 y 17 afios de infeccion, respectivamente
(ver apartado 4.2.1), por lo que decidimos analizarlos en profundidad. Estos individuos
constituyen un modelo ideal para analizar en qué medida los factores virologicos
contribuyen a la progresion de la infeccién en ausencia de terapia antirretroviral, y en el
caso del LTNP 12, que es un paciente doblemente infectado como ya se ha comentado
anteriormente, la evolucién de ambos virus, antes y después de la pérdida de control. Los
datos clinicos de ambos individuos a lo largo del seguimiento (ver figura 4.15), se

encuentran en el material suplementario.

LTNP 12 LTNP 64
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Figura 4.15: Niveles de la carga viral y porcentaje de células T CD4* y T CD8* a lo largo del
seguimiento del paciente LTNP 12 y LTNP 64. La carga viral plasmética (copias ARN/ml) se tepresenta

en el ¢je izquierdo, y el porcentaje de células T CD4" y T CD8* (células/pl) en el eje derecho del grifico. En
el eje de abscisas se muestra el tiempo de infeccién desde el diagnéstico en afios. Las flechas indican el
momento de la pérdida de control.

Realizamos una regresion lineal con los datos de carga viral, %CD4" y %CD8" antes y
después de la pérdida de control observando que a partir de que el individuo perdia el
control de la enfermedad, se produce un descenso acelerado en el nimero de células T
CD4+, que va acompanado de un incremento también acelerado de células T CD8+en el
LTNP 12. En el caso del LTNP 64 el descenso en el nimero de células T CD4+ no se ve
acompafiado con un aumento significativo del nimero de células T CD8+. Con respecto a
la carga viral, en el paciente LTNP 12 no se observa un aumento significativo mientras que

en el caso del LTNP 64 si aumenta de forma significativa (ver tabla 4.14).
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Tabla 4.14. Regresion lineal de los datos clinicos de los individuos LTNP 12 y LTNP 64.

Resultados

LTNP 12 LTNP 64
CvV %CD4 %CDS8 CV %CD4 %CDS8
Pendiente | 124.5+86.75 | -0.7827+0.1495 1.1454+0.2355 3812t774.4 -0.5958+0.4568 1.399+0.8617
12 0.1027 0.6037 0.5692 0.7759 0.1955 0.2737
pValor 0.1683 <0.0001 0.0001 0.0017 0.2334 0.2737
No No No
Antes Significativo Significativo Significativo
significativo Significativo Significativo
Pendiente 434513212 -2.497£0.2951 3.26x0.6002 218278+73893 -2.604£0.8758 2.031+1.105
12 0.2337 0.9219 0.7872 0.6357 0.6387 0.4031
pValor 0.2249 0.0002 0.0033 0.0317 0.0311 0.1255
No No
Después Significativo Significativo Significativo Significativo
significativo Significativo

Empezamos el analisis ampliando los arboles filogenéticos mostrados en las figuras
42B (LTNP 12) y 42H (LTNP 64) con las secuencias obtenidas con posterioridad a la
muestra 12.8 (20.9 afios desde el diagnodstico) y la 64.8 (16.2 afios desde el diagndstico),
incluyendo las muestras correspondientes a la pérdida de control. En estos arboles se
incluyeron también, secuencias obtenidas a partir de ARN plasmatico y de ADN de los co-
cultivos realizados.

Hay que remarcar que el paciente LTNP 12 estaba doblemente infectado (virus A y
virus B) (ver figura 4.16). Como se puede observar en la figura 4.16, el virus “B” tiene dos
subpoblaciones bien diferenciadas en funcién de su grado de evolucién y denominadas
“B1” y “B2”. También se puede observar que tanto el virus “A” como la subpoblacion
“b1” no han evolucionado desde la primera muestra.

En el caso del paciente LTNP 64 (ver figura 4.17), aunque no estaba doblemente infectado,
si encontramos distintas poblaciones (A y B), claramente diferenciadas por su grado de
evolucién, siendo la “A” la poblacién mas ancestral. Dentro de la poblacion “B”,

encontramos dos subpoblaciones bien diferenciadas denominadas “B1” y “B2”.
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Figura 4.16: Evolucion viral del LTNP 12 durante el seguimiento. El arbol filogenético fue reconstruido
por ML, como se describe en el apartado 3.13.2, en la regiéon C2-V5 del gen env con las secuencias
nucleotidicas obtenidas de CMSP, asi como de ARN plasmatico y ADN de cocultivo. Se incluyen las cepas de
referencia S61 y IIIB del subtipo B. Los nimeros de nodos indican los valores de remuestreo obtenidos en el
analisis de “bootstrap” con 1000 réplicas y solo se representan valores mayores del 50%. El color de cada
secuencia hace referencia al numero de la muestra.
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Figura 4.17: Evolucion viral del LTNP 64 durante el seguimiento. El 4rbol filogenético fue reconstruido
por ML, como se desctibe en el apartado 3.13.2, en la regiéon C2-V5 del gen enmv con las secuencias
nucleotidicas obtenidas de CMSP, asi como de ARN plasmatico y ADN de cocultivo. Se incluyen las cepas de
referencia S61 y IIIB del subtipo B. Los nimeros de nodos indican los valores de remuestreo obtenidos en el
analisis de “bootstrap” con 1000 réplicas y solo se representan valores mayores del 50%. El color de cada
secuencia hace referencia nimero de la muestra.
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Con objeto de estudiar como fluctuaban las poblaciones virales en ambos
individuos, calculamos los porcentajes que representaban cada una de ellas durante el
seguimiento de los individuos. Como se puede observar en la figura 4.18 A, al analizar las
muestras de ADN proviral del paciente LTNP 12, vemos que la poblacién “B2” se impone
con respecto a la otra poblacién (“B1”) y al otro virus (“A”). A medida que avanza el
tiempo de infeccion, la subpoblacion “B2” llegd a representar el 100% en las muestras
12.14 y 12.16. Sin embargo, en la ultima muestra (12.17) vuelve a aparecer la poblacion del
virus “A”, quizas debido a una expansiéon clonal. Si nos fijamos en la figura 4.18 B,
observamos que la poblacién “A” del paciente LTNP 64 desaparece a partir de la muestra

064.0, y que a partir de la pérdida de control (15.58 afios) se impone la poblacion B1.
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Figura 4.18 Fluctuacion de las poblaciones virales del paciente LTNP 12 (A) y LTNP 64 (B) a lo
largo del seguimiento. En negrita se indica el tiempo transcurrido desde el diagnostico de VIH (afos) y la
muestra a la que corresponde. La linea verde marca el antes y el después de la pérdida de control.

También analizamos el grado de evolucion de las distintas poblaciones virales en
ambos individuos (ver figura 4.19). Si nos fijamos en el paciente LTNP 12, se puede
observar que el grado de evolucién de las distintas poblaciones es diferente. Mientras que la
subpoblaciéon “B2” ha ido evolucionando con el tiempo, el virus “A” y la subpoblacion

“B1” no han evolucionado desde la primera muestra. En el caso del paciente LTNP 64,
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también encontramos diferencias en la velocidad de evolucién de las distintas
subpoblaciones.

La subpoblaciéon “A” no mostréd evolucion durante el seguimiento, apareciendo por
ultima vez en la muestra 64_5 (14 afios después del diagnéstico). Dentro del grupo “B”,
observamos una distinta evolucion entre sus subpoblaciones siendo la “B2” la que presentd

una mayor tasa evolutiva.
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Figura 4.19 Evolucién de la divergencia en las distintas poblaciones virales de los individuos LTNP

12 y LTNP 64.

Como se puede observar en la figura 4.1(A (LTNP 12), las poblaciones virales
obtenidas desde el ARN plasmatico y desde las muestras de los co-cultivos, se incluyen
siempre a la poblacién “B2” independientemente del momento de obtencién de la muestra.
Debido a esto y con el objeto de determinar cémo era la dinamica de las poblaciones
virales en los distintos tipos de muestras, se analiz6 la “concordancia” entre la poblacién
que se estaba seleccionando durante el proceso de aislamiento viral (co-cultivo), la
poblacién que estaba replicando en ese momento en el individuo (plasma) y la poblacion
del reservorio viral, realizando un arbol ML con dichas secuencias (ver Figura 4.10).

En las secuencias obtenidas de los virus del plasma (ver figura 4.16 y 4.20), a
diferencia del ADN proviral, no se estd produciendo una evolucién temporal, ya que hay
muestras alejadas en el tiempo que agrupan en el mismo claster, (marcado con un circulo
rojo en la figura 4.20), lo cual indicarfa que lo que esta replicando en el paciente no esta
rellenando el reservorio, si no que estarfa siendo controlado por el sistema inmune del
paciente.

Por otra parte, como se puede observar en la misma figura, en las muestras
anteriores a la pérdida de control, las secuencias del co-cultivo y las del ADN procedente

de los CMSP no se corresponden con las secuencias obtenidas del plasma de su misma
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muestra, ya que no agrupan juntas. Sin embargo, en las ultimas muestras donde el paciente
ha perdido el control de la infeccidn, las secuencias de los tres tipos de muestras se
encuentran entremezcladas en el mismo clado. Se puede por tanto concluir que la dindmica
viral de los distintos tipos de muestras analizadas cambia de patrén antes y después de la

pérdida del control virolégico.
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Figura 4.20: Evolucioén viral del LTNP 12 durante el seguimiento. El drbol filogenético fue reconstruido
por ML, como se describe en el apartado 3.13.2, en la regiéon C2-V5 del gen env con las secuencias
nucleotidicas obtenidas de CMSP (circulos), asi como de ARN plasmatico (triangulos marcados con una
flecha roja) y ADN de cocultivo (cuadrados marcados con una flecha azul). Se incluyen las cepas de
referencia S61 y IIIB del subtipo B. Los nimeros de nodos indican los valores de remuestreo obtenidos en el
andlisis de “bootstrap” con 1000 réplicas y solo se representan valores mayores del 85%. El color de cada
secuencia hace referencia al afio de obtencién de la muestra. Rodeadas en rojo se remarcan las secuencias de
ARN plasmatico de distintas muestran que agrupan todas en el mismo clado.

Para poder discernir si la causa de la falta de evolucion de las variantes “A” y “B1”
(LTNP 12), asi como su ausencia tras la activacioén del reservorio (co-cultivo), se debe a que
son virus con baja capacidad replicativa, hicimos el estudio de infectividad en células TZM-
bl utilizando pseudovirus construidos con la gp160 clonada a partir de distintas variantes
virales obtenidas (ver apartados del 3.11.1 al 3.11.4).

Para ello medimos la capacidad replicativa de los pseudovirus generados con la

envuelta de ocho variantes pertenecientes al virus “B2” (obtenidas en las muestras 12_12,
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1213 y 12_16  del paciente correspondientes a los anos 2011, 2012 y 2014
respectivamente), junto con pseudovirus que correspondian al virus “A” (muestra 12_6 del
afio 2000) y a las poblaciones “B1” (muestra 12_3, 12_6 y 12_13 correspondientes a los
afios 2004, 2006 y 2012 respectivamente) y “B2” (12_6, 12_12, 12_13 y 12_16
correspondientes a los afios 2006, 2011, 2012 y 2014 respectivamente) obtenidos
previamente por el grupo. Como se puede observar en la figura 4.21 todos los pseudovirus
de la variante “B2”, independientemente de la muestra, fueron capaces de replicar con
valores de URL muy por encima de los pseudovirus de la variante “B1”. El virus a no fue

capaz de replicar.
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Figura 4.21: Capacidad replicativa de los pseudovirus generados con la envuelta del paciente LTNP
12. En verde aparecen el virus “A”, en amarillo los virus “B” de la subpoblacién “B1” y en azul los de la
subpoblacién “B2”.

En relacién al paciente LTNP 12, los pseudovirus de la variante “B1” tienen una
capacidad replicativa muy baja, mientras que en la variante “B2” se observa una gran
heterogeneidad, con pseudovirus (12_12_C6, 12_12_C8) por debajo de las 5X10° URL a
pseudovirus por encima de 1.3X10° URL. Los pseudovirus “B2” pertenecientes a la
muestra 12.16 obtenida tras la pérdida de control tienen, en general, una capacidad
replicativa mayor que la de las variantes anteriores a la pérdida de control.

Segtun estos resultados parece existir una tendencia al aumento de la capacidad
replicativa que estarfa relacionada con la pérdida del control virolégico en el paciente

LTNP 12.
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En el caso del paciente LTNP 64, habiamos observado una tendencia al aumento
de la capacidad replicativa en el momento de la pérdida de control durante el ensayo de
cinética de replicacion (ver apartado 4.4.2, figuras 4.13 y 4.14). Para comprobar que esta
tendencia se mantenia o aumentaba con el tiempo de infeccién, realizamos un estudio de
infectividad en células TZM-bl utilizando pseudovirus construidos con la gp160 clonada a
partir de distintas variantes virales obtenidas (ver aparatados 3.12.1 al 3.12.2). Dichas

variantes virales eran representativas de la cuasiespecie del paciente.
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Figura 4.22: Capacidad replicativa de los pseudovirus generados de la envuelta del paciente LTNP

€,

64. En verde aparece la subpoblacién “a”, en amarillo los virus de la subpoblacién “b1” y en azul los de la
subpoblacion “b2”.

Como se puede observar en la figura 4.22, los pseudovirus con mayor infectividad
fueron aquellos obtenidos a partir de la muestra 64.11 (siendo esta la ultima muestra
obtenida antes de que el paciente entrara en terapia antiretroviral), alcanzando valores por
encima de las 10° URL. Las variantes obtenidas antes de la pérdida de control (64.1 y 64.5)
mostraron valores por debajo de las 10° URL. La diferencia de infectividad observada
entre las variantes de antes y después de la pérdida de control es estadisticamente

significativa (p= 0.0079).
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Teniendo en cuenta los dos ensayos realizados para caracterizar el virus del paciente
LTNP 64 (ver figura 4.13, 4.14 y 4.22) constatamos que hay un aumento en la infectividad
del virus con el tiempo y que este coincide con el momento de la pérdida de control de la
infeccion.

En resumen, los resultados obtenidos en estos dos individuos, que pierden el
control de la replicacion viral, indican que esta pérdida de control esta relacionada con la
aparicién e imposicién en la poblacion de variantes virales con una mayor capacidad

replicativa.
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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 individuos no progresores a largo plazo (LTNP),
centrandonos en los LTNP que denominados “modernos”. Hemos estudiado las
caracteristicas virologicas en los virus en estos individuos, como la variabilidad genética de
la poblacién viral en un momento dado y su evolucion a lo largo del seguimiento, asi como
las caracteristicas inmunoldgicas y genéticas del hospedador. Los estudios filogenéticos se

han realizado en la region C2-V5 del gen env por tres motivos:

1) esta zona del gen determina la especificidad del receptor y del co-receptor.
2) en esta region se localizan importantes epitopos frente a los que se dirige la
respuesta inmune del paciente.

3) exhibe un alto grado de variabilidad filogenéticamente informativa.

Hay que tener en cuenta que este tipo de individuos es muy minoritario,
suponiendo entre el 1-5% de los individuos infectados por el VIH-1 [106, 205, 211]. Por
este motivo, es dificil identificar muchos individuos con estas caracteristicas y no es
posible, en consecuencia, conseguir estadisticas significativas en los distintos parametros

analizados en ambos grupos, siendo un estudio cualitativo y no cuantitativo.

5.1 Datacion de las secuencias virales.

Los LTNP son un grupo pequefio y muy heterogéneo de individuos, que presentan
las siguientes caracteristicas: permanecen clinicamente asintomaticos en ausencia de terapia
antirretroviral, manteniendo unos niveles de células T CD4+ normales (> 500 células/ pl)
durante al menos diez afios [73, 211, 212]. Aunque algunos pueden tener niveles bajos de
carga viral [73], existe una gran variacion en los niveles de carga viral plasmatica [213] asi
como distintos patrones de evolucion viral [208, 214]. Ademas, mediante la datacién de las
secuencias virales (descrita en el apartado 4.1.2), pudimos segregar los individuos LTNP en
dos grupos claramente diferenciados: LTNP “modernos” y LTNP “ancestrales”. Los
LTNP “ancestrales” presentan secuencias nucleotidicas del ADN proviral con una datacion
proxima a la fecha de seroconversion del paciente, mientras que los LTNP “modernos”

presentan una datacion del ADN proviral cercana a la fecha de obtenciéon de la muestra.

El grupo de individuos LTNP “ancestrales”, ha sido objeto de estudio en otra Tesis
de nuestro grupo [70], y en ella encontramos que los individuos LTNP “ancestrales” se

diferencian de los individuos “modernos” ademas de en la datacién de sus secuencias
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nucleotidicas, en la heterogeneidad y divergencia de sus cuasiespecies virales, y en diversos

marcadores virologicos e inmunolégicos.

5.2 Clasificacion de los individuos LTNP “modernos”:

5.2.1 Analisis filogenético de los individuos LTNP “modernos”.

Para estudiar la evolucion viral de los individuos LTNP “modernos”, se llevo a
cabo un analisis filogenético de las secuencias nucleotidicas, como se describe en el

apartado 4.2.1.

Los arboles filogenéticos inferidos (ver figuras de la 4.2A a la 4.2H) muestran que
las secuencias nucleotidicas obtenidas para cada paciente forman grupos monofiléticos con
altos valores de remuestreo (> 90%). Sin embargo, en los individuos LTNP 12 y LTNP 64
el valor de remuestreo, al utilizar como grupo externo la cepa de referencia del subtipo B,

es del 49% y del 69% respectivamente (ver figuras 4.3 y 4.4).

A partir del analisis filogenético pudimos detectar una topologfa con una clara
estructura temporal que se caracterizaba por presentar unos arboles filogenéticos similares
a los que podemos encontrar en individuos con progresioén cronica (individuos LTNP 10,
LTNP 12 y LTNP 30). Sin embargo, en los demas arboles filogenéticos (individuos LTNP
7, LINP 14, LTNP 19, LTNP 45 y LTNP 64) no se observaba la estructura temporal

descrita.

5.2.2 Heterogeneidad y divergencia de las cuasiespecies virales.

Ante los resultados obtenidos en la reconstrucciéon filogenética, decidimos analizar
los parametros de heterogeneidad y divergencia virales para determinar si estos parametros
podian ayudar a diferenciar las dos topologias que reflejan dichos arboles (ver tabla 4.3 y

4.4)

La topologia representada por los individuos LTNP 10, LTNP 12 y LTNP 30, es
consistente con el modelo que propuso el grupo del Dr. Mullins [151] quienes describieron
que durante la mayorfa del periodo asintomatico la evoluciéon del VIH-1, en individuos con
progresion cronica, muestra una estructura temporal. Esta estructura esta caracterizada por
el reemplazo de los linajes virales y un aumento lineal tanto de la divergencia y como de la
heterogeneidad de las cuasiespecies virales con el tiempo con respecto al virus fundador. A

medida que nos vamos acercando al final del periodo asintomatico, la heterogeneidad
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disminuye mientras que la divergencia sigue aumentando. Justo cuando el paciente va a
entrar en la fase de SIDA, la divergencia se estabiliza mientras que la heterogeneidad sigue

disminuyendo (modelo “temporal”).

La topologia que muestran los individuos LTNP 7, LTNP 12 A, LTNP 14, LTNP
19, LTNP 45 y LTNP 064, se caracteriza por una falta de estructura temporal en la
diversificaciéon de las cuasiespecies. En este patrén de evolucion, la heterogeneidad y la
divergencia fluctia aleatoriamente. Esto se refleja en el analisis de la divergencia frente al
tiempo donde observamos que no hay una relaciéon estadisticamente significativa entre los
parametros analizados (modelo “atemporal”) [208] (ver tabla 4.4). La divergencia anual, es
lo que diferencia claramente el grupo de individuos “temporales” y “atemporales”. Que el
aumento de la divergencia anual no sea estadisticamente significativa se debe a que en estos
individuos no hay un reemplazo temporal de los linajes virales. Podria ser que en estos
individuos se estén activando distintos reservorios virales latentes [20] de forma aleatoria a
lo largo del tiempo. Aunque no podemos determinar una tasa de evoluciéon anual en los
individuos “atemporales”, si consideramos la primera y la tltima muestra observamos que
la heterogeneidad y la divergencia también aumentan en el tiempo. En el paciente LTNP
14, detectamos en la muestra 2, variantes virales CCRX4 que produjeron un gran aumento
de la heterogeneidad y de la divergencia en la poblacién viral. La desapariciéon de estas
variantes en las muestras posteriores podria indicar que estas variantes indujeron una
respuesta CTL que consigui6 eliminarlas o controlarlas temporalmente, con el consiguiente

descenso en la heterogeneidad y en la divergencia.

Aunque en este trabajo se han analizado todos los individuos LTNP “modernos”
disponibles en el laboratorio, cabe destacar, que sélo en los individuos LTNP 12, LTNP 30
(modelo “temporal”), LTNP 45 y LTNP 64, (modelo “atemporal”) se ha podido llevar a
cabo un estudio evolutivo a largo plazo (de entre 6 y 11 aflos) y en consecuencia en estos
individuos se pueden observar mejor las diferencias en la topologia de los arboles
filogenéticos. En el resto de individuos se realizé un estudio evolutivo a corto plazo de

forma que las diferencias estan disminuidas.

5.2.3 Estudio de dobles infecciones: individuos LTNP 12 y LTNP 64

En este apartado hemos detectado la posible presencia de mas de un virus en dos

de los individuos analizados, ya que la dnica forma de determinar que un paciente esta
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doblemente infectado (ya sea co-infeccién o superinfecciéon) es realizar un estudio
filogenético de las secuencias virales. Para eliminar la posibilidad de que el bajo valor de
remuestreo obtenido en los arboles de los virus de los individuos LTNP 12 y LTNP 64
(ver figuras 4.2B y 4.2H respectivamente), al utilizar cepas de referencia del subtipo B,
fuera un reflejo de la coexistencia de secuencias virales con distintos grados de evolucion,
decidimos volver a reconstruir los arboles filogenéticos de los virus de los individuos
LTNP 12 y LTNP 64, incluyendo en el analisis cepas de referencia del subtipo A y D como
grupos externos, mas alejadas filogeneticamente. En el caso del individuo LTNP 12, el
valor del remuestreo seguia siendo bajo (49%) (ver figura 4.3). Sin embargo, al utilizar
cepas de referencia de otros subtipos, el individuo LTNP 64 agrupaba todo junto (valor de
remuestreo del 100%) (ver figura 4.4) pero introducia los virus de referencia del subtipo B
dentro del clado mas cercano su ACMR. Todo esto podria indicar que estos individuos
estan doblemente infectados.

Las dobles infecciones tienen una frecuencia parecida, alrededor del 20% [145], en
todos los grupos de individuos VIH-1 independientemente de la velocidad de progresion
de la enfermedad. Por esto, nos propusimos hacer otro estudio filogenético para estar
totalmente seguros de que se trataba de dobles infecciones. Se reconstruy6é un arbol de
maxima verosimilitud a partir de secuencias nucleotidicas unicas derivadas del gen de la
envuelta completo, pertenecientes a virus de individuos LTNP espafioles, europeos, de
Canada y Estados Unidos de VIH-1 y con distintos tipos de progresiéon. También se
incluyeron cepas de referencia de distintos subtipos (Figuras 4.3 y 4.4). Como se puede
observar en la figura 4.5, todas las cuasiespecies estudiadas formaron grupos unicos
(incluida la del paciente LTNP 64), mientras que la cuasiespecie del paciente LTNP 12

forma dos grupos diferentes.

La distancia genética media entre los dos grupos del virus LTNP 12 (ver apartado
4.2) es mayor que la distancia genética a otros aislados espafioles no relacionados
epidemiolégicamente. [106, 124, 129]. La presencia de dos clados estadisticamente
diferenciados en el paciente LTNP 12 junto con una mayor distancia genética entre los
grupos A y B que con aislados virales no relacionados, indica que este paciente esta
doblemente infectado con dos virus del subtipo B. A partir de que confirmamos la

presencia de la doble infeccidn, se analizaron de forma independiente las dos poblaciones.
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En el caso del virus del individuo LTNP 064, sus secuencias formaron un grupo
unico por lo que no podemos confirmar la presencia de una doble infeccién. Esto puede
deberse al hecho de que el arbol filogenético de este paciente con patréon de evolucion
“atemporal”, se caracteriza por la presencia de dos poblaciones virales claramente
diferenciadas, donde una poblacién se encuentra mas alejada del ACMR (subpoblaciéon B),
indicando mayor evolucién, y otra poblacién mucho mas proxima al ACMR y por lo tanto
mucho menos evolucionada (subpoblaciéon A). La falta de evolucién en la subpoblacion A
puede explicarse por la expansion clonal de esta subpoblacion [14, 20]. Ademas, pone de
manifiesto la coexistencia en un mismo individuo de variantes antiguas y modernas [200].

En la mayoria de los estudios de la literatura, las dobles infecciones estan asociadas
con la progresion de la infeccion [215]. El presente estudio describe la ocurrencia de una
doble infecciéon en un paciente LTNP que ha mantenido sus caracteristicas clinicas y no ha

mostrado ningin sintoma de progresion de la enfermedad durante casi 25 afos [129].

5.2.4 Andlisis de Ias mutaciones sinénimas y no-sinonimas sitio a sitio en el gen env

de los individuos LTNP.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en los niveles de
heterogeneidad y divergencia entre los dos grupos, posiblemente debido a que el tamafio
muestral que tenemos es demasiado pequefio. Para tratar de investigar las causas que estan
promoviendo las diferencias encontradas a nivel filogenético en los virus de estos
individuos, nos propusimos analizar que fuerzas selectivas podian estar influenciando su
evolucién. Para ello determinamos qué posiciones aminoacidicas estaban sometidas a
presion, tal y como se describe en el apartado 4.2.5 (ver figura 4.7) [201].

Como se puede observar en la figura 4.7, la distribucién de los sitios de seleccion
no es homogénea en todas las regiones analizadas, a pesar de esto no encontramos
diferencias, entre los dos grupos de individuos. Lo mas destacable de los resultados de este
analisis es que en las regiones V3 y C4, practicamente, solo aparece acumulacion de
mutaciones sinénimas (seleccion negativa). Esto probablemente se deba a que estos sitios
admiten pocos cambios, ya que afectarfa a la estructura proteica y como consecuencia
probablemente al reconocimiento del receptor y correceptor. Estos resultados concuerdan
con que son zonas estructuralmente muy importantes ya que es donde se encuentran parte
de los residuos implicados en la unién del virus al correceptor CCR5 y al receptor CD4
respectivamente [209, 210]. Debido a la importancia estructural de estas zonas y su
implicacién directa con la capacidad de entrada a la célula, son zonas que practicamente no

admiten variacién y, por tanto, estan sometidas a selecciéon negativa.
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Tras analizar las posiciones que estaban sometidas a presion selectiva sitio a sitio,
nos preguntamos qué fuerzas estarfan influenciando la evolucién a nivel global en este gen.

Para poder determinar si hay presion selectiva y de qué tipo, utilizamos la diferencia
dN-dS. Cuando el resultado de esta diferencia es mayor de cero, indica que la proteina esta
sometida a seleccion positiva (acumulacion de posiciones no sinénimas); cuando es inferior
a cero estarfa sometida a seleccién negativa (acumulacion de mutaciones sindénimas) [210].
El resultado obtenido fue que la mayoria de individuos “temporales” tienen evidencia de
presion positiva (diferencia mayor de uno), mientras que en los individuos “atemporales”
esta diferencia es menor de uno. Como ya hemos comentado anteriormente, este resultado
es claro en los individuos en los que se ha hecho un seguimiento evolutivo a largo plazo de
entre 6 y 9 aflos (LTNP 12 y LTNP 30 patron temporal, LTNP 45 y LTNP 64 patron
atemporal) estando en concordancia con estudios previos [208, 217]. Se observan
discrepancias en los individuos LTNP 7, LTNP 10 y LTNP 14 probablemente debido al
tiempo de estudio (3 afios). Con estos resultados comprobamos que el modelo “temporal”
estarfa mayoritariamente asociada a seleccion positiva, mientras que el modelo “atemporal”
estarfa asociada a seleccion negativa. De nuevo los resultados indicarfan que la diferente
presion selectiva impuesta por el sistema inmune del huésped podria ser el origen de la

discordancia en los patrones evolutivos virales.

De acuerdo con los modelos filodinamicos descritos por Grenfell et al. [218], la
estructura temporal y la alta tasa de adaptacion viral observada en estos individuos (LTNP
10, LTNP 12 y LTNP 30) podtia ser el resultado de la coincidencia de una notable
replicacion viral junto con una presion inmune “media”. En esta situacién, la infeccion
cronica de VIH-1 estarfa mantenida por rapidos y continuos ciclos de infecciones
productivas y muerte celular de las células TCD4" activadas, debido a la apariciéon y
seleccion constante de variantes de escape del sistema inmune (modelo de evolucién

adaptativa) [219].

La pérdida de estructura temporal observada en los individuos LTNP 7, LTNP 14,
LTNP 19, LTNP 45 y LTNP 64 es mas compatible con un patrén de evoluciéon neutra
(apoyada por la aparicion de seleccion negativa en estos individuos). Este modelo
“atemporal” podria resultar de la coincidencia de una notable replicacion viral (aunque no
se han encontrado diferencias significativas en la carga viral entre los dos grupos de

individuos) junto con una presion inmune “baja” [30]. La situacion de “inmunodeficiencia”
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relativa de estos individuos podria corresponderse con el periodo donde los sintomas
clinicos aparecen [208]. Sin embargo, esta explicaciéon parece improbable porque los
individuos “atemporales” no mostraban sintomas clinicos de progresion de la enfermedad
y ninguno de ellos habia recibido tratamiento antirretroviral durante el periodo de
seguimiento.

Otra forma alternativa de explicar el modelo “atemporal”, serfa el resultado de la

b
coincidencia de una notable replicaciéon viral junto con una presién inmune “alta y
. ’ . . . . .
persistente” capaz de reducir la aparicion y seleccion de variantes de escape del sistema
inmune. De acuerdo con este modelo, las secuencias derivadas de puntos posteriores no
necesariamente habrian replicado a lo lago de generaciones y no habrian acumulado mas
cambios que aquellas variantes obtenidas con anterioridad, contribuyendo de este modo a
la pérdida de la estructura temporal. Bajo este escenario, la replicacion viral persistente

bl
podria ser sostenida principalmente por la activaciéon de nuevas variantes de un reservorio
de células T CD4" latentemente infectadas mediante expansiones clonales de distintas

subpoblaciones [20, 208]. De esta forma, la presiéon selectiva ejercida por el sistema inmune

del huésped puede ser la causa de los dos patrones evolutivos observados en este estudio.

5.3 Estudio de las caracteristicas clinicas de los individuos
LTNP “modernos”: carga viral, nimero de células T CD4" y
CDS".

La carga viral plasmitica, asi como el nimero de linfocitos T CD4" y T CD8" se

analizaron durante el seguimiento de los individuos (ver figuras 4.10, 4.11, 4.12 y tabla 4.8).

Como puede observarse en la tabla 4.8, este grupo de individuos es muy
heterogéneo en cuanto a carga viral. Debido a esta gran variacion entre los individuos, y
que el namero total es pequefio, no encontramos diferencias estadisticamente significativas
en la carga viral plasmatica entre ambos grupos. A pesar de esto, los individuos LTNP7 y
LTNP45 (ambos con patrén de evoluciéon “atemporal”) son controladores virémicos, es
decir tienen cargas virales por debajo de las 2.000 copias/ml, muy por debajo de los niveles

del resto de individuos.

Analizando la dindmica de células T CD4" y T CD8" observamos que en todos los
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individuos (a excepcion del LTNP 19) hay un descenso estadisticamente significativo de
células T CD4" con el tiempo mientras que simultineamente el nimero de células T CD8"
se mantiene estable o aumenta. No encontramos diferencias estadisticamente significativas
en la tasa de pérdida de células T CD4" y T CD8" entre los dos grupos de individuos,
aunque patrece haber una tendencia a una mayor pérdida de células T CD4" durante el
seguimiento en el grupo de individuos “temporales” (1,101% en “temporales”, 0,802% en

“atemporales”.

5.4 Estudio virologico de los individuos LTNP “modernos”.

Para completar la caracterizacion virologica de los individuos LTNP “modernos”,
intentamos el aislamiento del virus en todos los individuos mediante co-cultivo (ver
apartados 3.3.6-3.3.7), obteniendo aislados primarios de los siguientes individuos: LTNP 7,
LTNP 10, LTNP 12, LTNP 19 y LTNP 64 (ver apartado 4.4.1). Aunque el porcentaje de
aislamiento fue claramente superior al que se obtiene en individuos “ancestrales”, hay que
seflalar que en tres de los individuos (LTNP 14, LTNP 30 y LTNP 45) no fuimos capaces
de obtener el aislamiento por lo tanto su capacidad replicativa no fue posible estudiarla.

Este hecho, indirectamente, indicarfa que su capacidad replicativa es menor.

A continuacién, estudiamos la capacidad replicativa de estos aislados primarios
comparandola con un grupo control de PC (ver apartado 4.4.2). Como se puede observar
en la figura 4.13, no encontramos diferencias estadisticamente significativas en la capacidad
replicativa de los virus ni entre los individuos “modernos” y “atemporales”, ni entre los
virus de los individuos del grupo de LTNP y los PC. Este resultado esta en concordancia
con otros estudios en los que queda patente la gran diversidad existente dentro del grupo
de individuos LTNP. Hay estudios centrados en individuos LTNP controladores de élite,
en los que se demuestra que no siempre es posible recuperar estos virus y que en los que se
recupera, el virus estd atenuado y tiene, por tanto, una eficacia bioldgica reducida. Esta
caracteristica podria ser la explicacion de la ralentizacion en la progresion de la enfermedad
[68, 70, 71, 211, 220-224]. Sin embargo, dentro del grupo de individuos denominados
LTNP hay una gran heterogeneidad y no todos ellos tienen virus atenuados o defectivos,
llegando a alcanzar el estatus de no progresor mediante vias muy diferentes en cada uno de
ellos [73, 211, 225, 226]. Una diferencia remarcable entre los individuos LTNP “modernos”

y los “ancestrales”, es que mientras que en el primer grupo el aislamiento del virus ha sido
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exitoso en cinco de los ocho casos, en el grupo de virus LTNP “ancestrales” el aislamiento
siempre fracasé [70, 71]. Esto ya es un indicador de las diferencias existentes en cuanto a
capacidad replicativa entre ambos grupos, a pesar de ser todos ellos individuos no

progresores.

En el caso del paciente LTNP 64 observamos diferencias en la capacidad replicativa
entre los virus aislados de la muestra 6 con respecto a las muestras 7 y 8 (posteriores en el
tiempo). Si nos fijamos en la figura 4.14, podemos concluir que existe una tendencia al
aumento de la capacidad replicativa con el tiempo en este paciente lo que podtia ser un

factor determinante en la progresion de la enfermedad [227].

En resumen, podemos concluir que, en los casos en los que el aislamiento viral fue
posible, la diferencia observada a nivel filogenético entre los dos grupos de individuos
LTNP “modernos” no se debe, en principio, a diferencias en la capacidad replicativa de los
virus. También podemos concluir que, en el grupo de individuos estudiados cuyos aislados
virales fueron obtenidos, la diferencia existente en la progresiéon de la enfermedad con
respecto a los PC no se debe a una capacidad replicativa reducida de los virus que tienen
los individuos LTNP, a excepcién del virus del paciente LTNP 7 en el que si se observa

una menor capacidad replicativa.

5.5 Estudio inmunolégico de los individuos LTINP

“modernos”.

5.5.1 Estudio de neutralizacion de los aislados primarios de los individuos LTNP

“modernos”.

Tras realizar la caracterizacion viroldgica de los individuos LTNP, nos propusimos
analizar si la capacidad neutralizante de estos individuos podria estar implicada en el

control de la infeccién y en los modelos de evolucién encontrados.

Como se puede observar en las tablas 4.10 y 4.11, aunque los valores obtenidos son
bajos, hay una tendencia a una mayor capacidad de neutralizacién en los individuos
13 » 1 ’ .,

atemporales” cuando se utiliza un plasma contemporaneo a la obtenciéon de la muestra.
Esta respuesta aumenta notablemente cuando se utilizan plasmas “modernos” (posteriores

en el tiempo a la muestra de la que se aislo el virus), con respecto a los individuos LTNP
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“temporales”. Esta misma tendencia se observa cuando se realiza una neutralizacién
heteréloga, donde vemos que la IC;, (inverso de la dilucién de anticuerpos que produce el
50% de neutralizaciéon del virus) es mayor en los individuos “atemporales”. En resumen,
aunque los niveles de neutralizaciéon obtenidos en el ensayo son bajos, los individuos
LTNP “atemporales” siempre tienen una mejor respuesta neutralizante, tanto autéloga

como heterdloga.

5.5.2 Estudio de los factores genéticos asociados al huésped.

Para completar el estudio de los individuos LTNP “modernos”, analizamos

distintos factores genéticos del huésped asociados con una progresion mas lenta (ver tabla

4.12).

Se analizaron distintos marcadores genéticos asociados con la progresion de la
enfermedad, factores protectores (+) y factores de riesgo (-) otorgandoles una puntuacion
para poder reunir la informacién genética (ver tabla 4.12) [204]. Con este analisis pudimos
determinar que los individuos LTNP “temporales” tenfan una puntuaciéon global inferior
(menos acumulaciéon de factores protectores) a la obtenida para los individuos
“atemporales” (1 frente a 2,25). Los datos parecen apuntar nuevamente a que los
individuos LTNP “atemporales” tienen una mayor acumulaciéon de factores protectores y,

por lo tanto, tendrfan un mejor prondstico en cuanto a progresion de la enfermedad.

5.5.3 Anilisis de Ia concentracion de B2 microglobulina y del titulo de anticuerpos

especificos frente a Ia gp160 del VIH-1 en plasma.

Para complementar la caracterizacion virologica de los individuos LTNP en
estudio, intentamos encontrar diferencias a nivel de la respuesta del sistema inmune
humoral entre los dos grupos de individuos. Para ello realizamos un analisis comparativo
de la concentracion de B2 microglobulina, como marcador de activacion del sistema
inmune, y del titulo de anticuerpos especificos frente a la gp160/p25 del VIH-1 en plasma

para evaluar la respuesta humoral (ver tabla 4.13).

Los resultados obtenidos muestran que los individuos LTNP “atemporales” tienen
una concentracién de B2 microglobulina y titulo de anticuerpos especificos frente a la
gp160/p25 del VIH-1 en plasma mayor que la encontrada en los individuos LTNP
“temporales”. A pesar de que estas diferencias no son estadisticamente significativas entre

ambos grupos, vemos nuevamente que en los individuos “atemporales” parece haber una
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tendencia hacia una mejor respuesta del sistema inmune que en los “temporales”.

Si analizamos conjuntamente los resultados del estudio de neutralizacion, medida
de la concentracion de B2 microglobulina y del titulo de anticuerpos especificos frente a la
gp160/p25 del VIH-1 en plasma y los resultados del estudio genético del huésped,
podemos afirmar que la estructura filogenética de los virus “atemporales” es el resultado de
la coincidencia de una notable replicacién junto con una presiéon inmune alta y persistente.
La replicacion viral en estos individuos estarfa sostenida principalmente por la activacion
aleatoria y expansion clonal de nuevas variantes virales procedentes de reservorios de
células T CD4" latentemente infectadas. Debido a esto, no observamos una estructura
filogenética “temporal”. No es descartable que a medida que el sistema inmune del huésped
se vaya deteriorando observarfamos la transicion entre la estructura filogenética

“atemporal” a la “temporal”.

5.7 Analisis de la pérdida de control en dos individuos LTINP.

La infecciéon por VIH-1 en individuos LTNP presentan una buena oportunidad
para identificar los determinantes moleculares de la patogénesis del VIH-1 en un entorno
inmunogenético definido, ya que estos individuos permanecen clinicamente estables
durante afios en ausencia de tratamiento antirretroviral. Sin embargo, muchos LTNP
experimentan eventualmente una progresion clinica, inmunolégica y virologica de la
enfermedad [73, 215]. En nuestro estudio, dos de los individuos analizados llegaron a
petrder este control a lo largo del seguimiento. Por esta razoén, intentamos analizar los

factores virales que podrian estar asociados a esta pérdida del estatus de LTNDP.

En el caso del paciente LTNP 12, como ya se ha comentado en el apartado 5.2.3, el
analisis de la cuasiespecie de ADN proviral obtenido a partir de CMSP mostro la presencia
de dos virus distintos, el virus “A” y el virus “B”. En este ultimo se podia diferenciar dos
subpoblaciones virales: “B1” y “B2”. El virus “A” siempre fue el menos representado en la
poblacién (alrededor del 12% durante todo el seguimiento). La subpoblaciéon “B1” fue la
predominante en las primeras muestras analizadas y decrecié a una proporciéon muy baja
llegando a ser indetectable en muestras posteriores al afio 2012. La subpoblacién “B2” fue

detectada desde la primera muestra analizada (8% en 2003), llegando a ser la predominante
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en las muestras cercanas a la progresion de la enfermedad y se impuso tras la pérdida de

control (ver figura 4.18 A).

Durante el periodo en que el paciente mantuvo el estatus LTNP, las secuencias
obtenidas del plasma agrupaban juntas pero separadas de aquellas obtenidas por co-cultivo
en el arbol filogenético. Sin embargo, aquellas variantes obtenidas durante o después de la
pérdida de control de la infeccién, ya fueran de ADN proviral, ARN plasmatico o ADN de
co-cultivo, agrupaban todas juntas (ver figura 4.20), es decir, la progresion de la
enfermedad se asocié a una homogenizaciéon de las poblaciones virales presentes en el

paciente.

La caracterizacion viral de las envueltas virales presentes en el individuo a lo largo
del curso clinico de la infeccion mediante generaciéon de pseudovirus de las poblaciones
“A” y “B1”, muestran una capacidad replicativa muy baja. Sin embargo, los pseudovirus
obtenidos a partir de la subpoblaciéon “B2” muestran un aumento significativo de la
capacidad replicativa que se asocia en el tiempo con la pérdida de control de la enfermedad

(ver figura 4.21).

El analisis de las cuasiespecies, en el caso del paciente LTNP 64, revel6 también
tres subpoblaciones virales (“A”, “B1” y “B2”) con distinto grado de evolucion, siendo la
subpoblaciéon “A” la menos evolucionada. Con el paso del tiempo, la subpoblaciéon “A”
deja de detectarse y a partir de la pérdida de control se impone la subpoblacion “B1” (ver
figura 4.18B. Esto esta en concordancia con los resultados obtenidos del analisis de las
envueltas virales mediante generaciéon de pseudovirus, donde los que tenfan mayor
capacidad replicativa, eran los obtenidos tras la pérdida de control que ademas pertenecen a
la subpoblaciéon “B1” (ver figura 4.22). También concuerda con los resultados del estudio
de los virus obtenidos por co-cultivo de las CMSP donde se observaba una tendencia al
aumento de la capacidad replicativa en las muestras 64.7 y 8 con respecto a la 64.0,

momento en el que se produce la pérdida de control de la enfermedad.

Los resultados obtenidos en ambos sujetos, sugieren que los cambios clinicos
observados pueden relacionarse con cambios en las subpoblaciones de VIH-1 y
fundamentalmente con un aumento de la capacidad replicativa de las variantes
seleccionadas. Por tanto, podemos decir, que los cambios que se producen en las
cuasiespecies virales tienen un impacto significativo en el mantenimiento o no del estatus

de LTNP. La imposicién en las poblaciones virales de virus con una mejor capacidad
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replicativa resulta en cambios en la progresion de la enfermedad, como se ha demostrado
en otros estudios [73]. En resumen, el analisis de poblaciones virales puede ayudar a
entender los mecanismos por los cuales algunos LTNP pierden el control viral y su

influencia en la patogenia de la infecciéon por VIH-1.

Es interesante resaltar que en los dos individuos en los que se ha constatado una
pérdida de control de la infeccidon coincide con los dos individuos en los que se analizé la

posibilidad de una doble infeccion.

Por qué algunos individuos desarrollan SIDA rapidamente mientras que otros
permanecen asintomaticos durante muchos afios, sigue siendo una pregunta central en la
investigaciéon del VIH-1 [228]. En este estudio, hemos tratado de caracterizar un grupo de
sujetos LTNP que llevan controlando la enfermedad durante un periodo largo de tiempo.
A diferencia de los individuos LTNP “ancestrales” (todos ellos controladores de élite) que
muestran cuasiespecies muy homogéneas y con poca divergencia del ACMR, asi como una
baja capacidad replicativa [70], los individuos objeto de este estudio parecen haber
alcanzado el estatus de no progresor por diferentes vias. Los resultados encontrados
muestran cuasiespecies virales mas heterogéneas y divergentes del ACMR, asi como virus
con capacidades replicativas similares a los PC. Por esto, los individuos LTNP “modernos”
son mas parecidos a los de los progresores cronicos que a los de los controladores de élite.
Todos estos datos parecen indicar que, antes o después, los individuos LTNP “modernos”
terminaran progresando a la fase de SIDA. Esta progresion podria ocurrir antes en los
“temporales”; lo cual esta en concordancia con la aplicacién de la terapia antiretroviral a

todos los sujetos con carga viral.

En resumen, a través del estudio de las caracteristicas virologicas de los virus en dos
grupos de individuos LTNP, hemos podido identificar caracteristicas virologicas distintas
entre los dos grupos que explicarian los dos tipos de evoluciéon encontrados. El estudio de
los virus y sus caracteristicas virolégicas permiten profundizar y entender la patogenia de la

infeccién por VIH-1.
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Conclusiones

1)

2)

3)

4

5)

0)

7)

8)

9

La estimacion de la fecha de las secuencias virales (datacién) nos ha permitido
diferenciar dos grupos de individuos LTNP: 1) “ancestrales” (con secuencias
proximas a la fecha de infeccion del paciente) y 2) “modernos” (con secuencias
proximas a la fecha de obtencion de la muestra).

Los dos modelos de evoluciéon viral, “temporal” y “atemporal”’, han sido
confirmados en los individuos LTNP del estudio.

El modelo “temporal” es semejante al propuesto para individuos crénicos con una
sustitucion de variantes virales con el tiempo, mientras que el modelo “atemporal”
estarfa asociado a expansiones clonales de las poblaciones virales.

La variabilidad genética observada en la envuelta viral no esta uniformemente
distribuida ya que hemos encontrado una escasa acumulacién mutaciones no
sinénimas en las V3 y C4, lo que indica que estas zonas estan sometidas a una gran
presion negativa debido a su importancia estructural.

No existen diferencias significativas en cuanto a la variabilidad genética observada
en las envueltas de los virus de los dos grupos.

En los modelos descritos (“temporal” y “atemporal”) la presiéon inmune y los
factores genéticos del huésped parecen tener un papel importante.

El aislamiento viral no fue posible en tres de los ocho individuos analizados, lo cual
puede indicar una baja capacidad replicativa de estos virus.

En aquellos casos en los que el aislamiento fue posible, los virus obtenidos no
presentaban grandes diferencias en su capacidad replicativa.

Los individuos “atemporales” presentan una mayor respuesta neutralizante, una
mayor concentracién de B2 microglobulina, un mayor titulo de anticuerpos gp160 y
una mayor acumulacién de factores genéticos protectores del huésped, aunque
debido al bajo nimero de individuos las diferencias observadas no llegan a tener un

valor estadisticamente significativo.

10) El seguimiento clinico y virologico en dos de los individuos estudiados, nos ha

permitido constatar la aparicién e imposicion en las poblaciones virales de virus
con mejor capacidad replicativa que se asocia con cambios en la progresion de la

enfermedad y pérdida del estatus de LTNP.
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Alinamiento de las secuencias del virus LTNP 12.
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Alineamiento de las secuencias del virus LTNP 14.
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14_4_19DL V.D..H.

14”4_22DL V.D..H.

14_2_14DL V.D..H.

14_4_27DL V... .H.

14-3718DL V... .H.

14_2_5DL V.D..H.

14”2 6DL V.D..H.

14_373DL V.D....

14_4_10DL V... .H.

14_4_18DL .. V.D..H.

14”27170L .. CRe D..H.

14_4_1DL .. V.D..H.

14_2°19DL T. V.D..H.

1473711DL H. V.D....

14_3_6DL D. V.D..R.

14_4_17DL T. V.D..H.

143_7DL T V.D..R.

14_277DL T R.V.D..Y.

14_4_12DL N. .D......

14_2715DL .. U - T

14_279DL  T. .V.D.

14_3_5DL .D......

14_3"8DL D......

1473713DL .. U - T

14_3_4DL K. .V.D..R.

14”4 25DL T. .V.D..Y.

14”4 29DL T. .V.D.

143 22DL .. Do.....

1473721DL N. 8

14_3_27DL D......

14_4_15DL Do
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110 120 130 140 150 160 170 180 190
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14_2 30L  EFFYCNSTKLENSTWWPNNTWTGSNSTEE IITLPCRIKQIVNMWQEVGKAMYAPPIRGOINCSSQITGLLLTRDGG - TNSSTE-~~ ~TDIFRP
LA 2 IDL oottt e .E..
14_2°6C ...l Guveennnn o P Koo .E..
14_2 18DL  .................. D......... BN N e e e Koo .E..

1473 _15DL  ............... T 2 AN .E.

14_4 2DL ... RoDe ot e .E..
14_2_10DL ...... Tooooo... R B e e e e .E..
14_2 2DL  ...... T S P .E..
14_4_11DL  ...... Tooooo... T S .E..
14_3 20DL ...... Tooooo... R B e e e .E..
14_3_IDL  ...... T T S P .E..
14_3_10DL ...... T T S P .E..
14_4_24DL ...... Tooooo... T S .E..
14_4_26DL ...... T S P .E..
14_4_28DL ...... T S P o .E..
14_2 8DL  ...... Tooooo... R..D.. Neoo. G..N. .E..

14_2 4DL  ...... R..D.. : D ATD. ..~~~ ...
14 2 16DL ...... T B T o E..
14_2.3¢  ...... | R..D.. | P .D. .E..
142 230L ...l Do e R . E..
14_4_23DL  ...... T B T T~~.EQY~~~~RR. .
14_3 16DL ...... | R..D.. Neo G..NN .E..
14_3_17DL ...... T R..D.. Neviien.. SG..D. .E..
14_4_9DL  ...... T R..D... Neviien.. G~..NT E..
14_4_7DL  ...... TA....... G..D.L. Neo NG. .NT .E..
14_4_19DL ...... | R..D... Neo NDTNNT~~~.E. .
14_4_22DL ...... TA....... G..D.L. 1 P NG. .NT .E..

14_2_14DL ...... | G..D.. Yoo SG. .NT~~~~m. ... ..
14_4_27DL  ...... | R..D.. Neo G~.DN .E..
14_3 18DL ...... T R..D... 1 D A~.DN E..
14_2 5DL  ...... TA....... G..D.L. Neo .N..TDNS.E..
14_2 6DL  ...... | R..D.R.E | P G..NT..~IT.E..
14_3 30L  ...... T R..D.. Neviien.. .N. E..
14_4_10DL ...... | G..D. Neo G~..NT .E..
14_4_18DL ...... | R..D. Neo G~..R. .E..
14_2_17DL ...... S R..D. Neviien.. ..N..TDNS.E..
14_4_1DL  ...... | G..D. Neo G~N.NT .E..
14_2_19DL  ...... TA....... G..E.L Neo I.N.ATDNS.E..
14_3_11DL ...... TS....... R..D.L Lo.V.N.. oo I.N.ATNNS.E..
14_3 6DL  ...... T R..DPL. Nevaien. I.N.ATDNS.E..
..D.L. NoLLToLL NG.DNT .E..
..D.L. N.LL T NG.DNT E..
..D.L. N.LL T NG.DNT E..
L. NoLLToLL G~NDTNRT~~~.E. . .

.L. N.LL T I.N.ATNNSIE. ...

L. Nevaien. I.N.ATNNS.E....

L. NoLLToLL I.N.ATNNSIE. ...

.L. N.LL T I.N.ATNNSIE. ...
.L. N.LL T GNDTNRT~~~.ET. .
V. NoLLToLL DNNRT -~ ~NET.. .
L. NoLLToLL NDTNKT~~~.E. . .

.L. Nevaien. I.N.ATNNN.E....
.L. LNLLLLTL. DNNRT -~ ~NET.. .
V.. LNLLLLTL. GNNRT~~~NET. .
.L. S U S DDNRT~~~NET.. .
.L NoLLToLL DNNST~~~NET.. .
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Alineamiento de las secuencias del virus LTNP 19.

19_1_26DL
19_3718DL
19_3_19DL
19_2_12DL
19_3_3DL
19_3_15DL
19_1_16DL
19_1_11DL
19_1_14DL
19_3_7DL
19_3_20DL
19_2_9DL
19_3_14DL
19_1_12DL
19_1_24DL
19_1_10DL
19_1_13DL
19_1_6DL
19_1_15DL
19_1_19DL
19_1_4DL
19_1_7DL
19_1_9DL
19_1_25DL
19_2_24DL
19_2_19DL
19 2 11DL
19_2_18DL
19_2_10DL
19_2_21DL
19_2_4DL
19_2_13DL
19_2_1DL
19_2_8DL
19_2_2DL
19_2_3DL
19_2_17DL
19_2_5DL
19_3_11DL
19_3_6DL
19_3_4DL
19_3_13DL
19_3"2DL
19_3 21DL
19_2_7DL
19_1_27DL
19_3_12DL
19_3_5DL
19_3_9DL
19_3_1DL
19_1_17DL
19_1_20DL
19_1_28DL
19_1_22DL
19_1_8DL
19_3 17DL
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110 120 130 140 150 160 170 180 190
19 1 26DL EFFYCNTTQLFNSTWEVNHT--RT--ANNTGENIILPCRIKQIINRWQEVGKAMYAPPIRGQISCSSTITGLLLTRDGGTKNNSN--ETFRP

19_2_13DL
19_2_1DL
19_2_8DL
19_2_2DL
19_2_3DL
19_2_17DL
19_2_5DL
19_3 11DL
19_3_6DL
19_3_4DL
19_3 13DL
19_3_2DL
19_3 21DL
19_2_7DL
19_1_27DL
19_3_12DL
19_3_5DL
19_3_9DL
19_3_1DL
19_1_17DL

19_1_8DL
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Anexo I

Alineamiento de las secuencias del virus LTNP 30.
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30_4_20
3049
30_1 3
3019
301 1
30_4 3
30_3 17
30_3 22
30_1_16
30_3 2
30_11_44
30_11_16
30_11_26
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Anexo I

Alineamiento de las secuencias del virus LTNP 45.
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Alineamiento de las secuencias del virus LTNP 64.
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