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Summary

RESUMEN EN INGLES

This work focuses on the study of different virulence factors of the Human

Immunodeficiency (HIV) and in particular the impact of different mutations in the Reverse
Transcriptase (RT) and viral protease (PR) in the resistance to antiretrovirals and the
replicative capacity of the virus.
A method to characterize the HIV-1 phenotype has been developed using recombinant
viruses that harbour different fragments of the pol gene amplified from the viral population
of patients and a luciferase marker as reporter gene. These viruses can undergo multiple
cycles of replication, which translates in improved sensitivity in the detection of minority
variants.

We have applied this experimental model to different clinical situations. First, the
system has allowed the development of a phenotypic resistance test in HIV-infected
patients. A second application of this technology has been the analysis of the combined
effect of two nucleoside inhibitors of the RT on HIV replication. In this part of the work we
show that, depending on drug combinations tested, antagonistic and agonistic effects are
produced “in vitro” and these data correlate with the failure and success of such
combinations “in vivo”.

In the last part of the work this recombinant virus system has been applied to the study
of more basic research questions concerning the analysis of viral replicative capacity. Two
objectives were addressed: to determine the relative impact of RT and PR resistant mutation
on HIV fitness and to analyse the replicative capacity of recombinant viruses carrying the
combination of K65R and Q151M mutations in the RT. The results obtained by the
generation of recombinant virus generated from HIV-infected patients show that depending
on the mutation pattern, a decreased replicative capacity can be attributed to RT or PR
mutation or to a combination of both. Finally, we describe that the combination of K65R
and Q151M has a strong impact on the replicative capacity of the HIV. Also, our results
suggest that the emergence of this pattern of mutations follows a model in which the
Q151M is generated as a first step, followed by the K65R mutation, which represents a
relevant finding in the evolution of HIV in patients treated with antiretroviral drugs.

In summary, this work describes the generation of a new recombinant virus assay

allowing both clinical applications and the study of basic research questions.
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1. EL VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA HUMANA.

1.1. Clasificacion y epidemiologia.

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) se clasifica dentro de genero Lentivirinae
perteneciente a la familia Retroviridae. Esta familia esta constituida por virus ARN
monocatenarios que necesitan copiar su informacién a ADN de doble cadena, integrarse en el
genoma de la célula infectada y transcribirse utilizando la maquinaria celular, para generar
una nueva progenie viral. EI VIH infecta células de estirpe macrofagica (Gendelman y col.,
1989) y linfoide, especialmente linfocitos CD4 (Psallidopoulos y col., 1989), generando un
trastorno grave, progresivo e irreversible de la funcion inmune, cuya expresion final viene
representada por la enfermedad que conocemos como Sindrome de Inmunodeficiencia
Adquirida (SIDA). Bajo este término se agrupan una serie de infecciones oportunistas graves
secundarias al déficit inmunitario ocasionado por la infeccion por el VIH, ademas de una serie
de desdrdenes neuroldgicos y formas inusuales de cancer, como el Sarcoma de Kaposi o los
linfomas no Hodgkin (Levy, 1993).

Se han aislado dos retrovirus capaces de producir inmunodeficiencia en seres humanos:
VIH-1 (Barré-Sinoussi y col., 1983; Levy y col., 1984; Popovic y col., 1984) y VIH-2 (Clavel
y col., 1986), siendo el VIH-1 el méas extendido y virulento. El VIH-1 se ha propagado a la
especie humana a partir de un salto interespecie del virus de chimpancé SIV,, que se ha
producido al menos en tres ocasiones generando los tres grupos del VIH-1 (M, Ny O) (Gao y
col., 1999). El grupo M es el mayoritario y se subdivide en nueve subtipos A-K y distintas
formas recombinantes (CRF). El VIH-1 se encontr¢ inicialmente localizado en los paises de
Africa Central y Oriental, pero debido a los intensos movimientos migratorios, el VIH ha
producido una extensa y grave pandemia.

Segun las estimaciones del Programa conjunto de las Naciones Unidas sobre el VIH/SIDA
(ONUSIDA) y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), a finales del afio 2006 el numero
de personas infectadas por el virus ascendia a 39,5 millones. Desde el comienzo de la
epidemia, Africa subsahariana ha sido la region mas castigada presentando las dos terceras
partes (65%) de los casos de personas infectadas por el VIH. En algunos de estos paises la
incidencia alcanza el 30% de la poblacién adulta, lo que les ha llevado al borde de la
catéstrofe demografica y econdmica. En los Gltimos afios se han producido prometedores
avances en las iniciativas mundiales para abordar la epidemia de SIDA, incluido un mayor
acceso a los programas eficaces de tratamiento y prevencion. Sin embargo, el nimero de

personas infectadas por el VIH sigue aumentando, 2,6 millones mas que en 2004, asi como el
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de defunciones causadas por SIDA, que se estima en méas de 2,9 millones de personas. En el
periodo 2004-2006, el incremento mas preocupante en el nimero de casos se registré en Asia
oriental, Europa oriental y Asia central, donde el nimero de infectados por el VIH en 2006
fue una quinta parte (21%) mas alto que en 2004. Espafia, a pesar de presentar un marcado
descenso de la incidencia de SIDA desde la introduccién de los nuevos tratamientos

antirretrovirales, sigue siendo uno de los paises mas afectados en Europa Occidental.

1.2. Estructuray organizacion genémica.

Los viriones del VIH son particulas esféricas, de 80-110 nm de didametro, rodeadas de una
envuelta lipidica derivada de la membrana de la célula hospedadora. En ella se encuentra
expuesta hacia el exterior la glicoproteina de superficie (SU, gp120), anclada al virus por
asociacion no covalente con la glicoproteina transmembrana (TM, gp4l) en forma de
trimeros. La parte interna de la membrana virica esta recubierta por la proteina de la matriz
(MA, p17), e inmediatamente por debajo una estructura en forma de cono truncado o “core”
compuesta por la proteina de la capside (CA, p24). En su interior se localiza el material
genético estabilizado en forma de complejo ribonucleoproteico con la proteina de la
nucleocapsida (NC, p7), y los enzimas Proteasa (PR, pll), Transcriptasa Inversa (RT,
p66/p51) e Integrasa (IN, p32) necesarios para el ciclo viral. Ademas, en la particula viral
pueden empaquetarse proteinas accesorias como Nef, Vif y Vpr (Figura 1).

gpl20e" (SU)
Transcriptasa
inversa (RT)

41V (TM
9P (™ Proteasa (PR)

Bicapa
lipidica

Integrasa (IN)
p 6929

17929 (MA
p24%:9 (CA) e

p7929(NC)

Figura 1. Representacion esquematica de la particula del VIH-1. Mediante flechas se indica la localizacién de
algunas de las proteinas y estructuras del viridn.
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El genoma del VIH-1 esté constituido por dos copias idénticas de ARN de cadena sencilla
de aproximadamente 9,8 Kb y de polaridad positiva. En su forma de provirus, el genoma viral
se encuentra flanqueado por unas secuencias repetidas largas (LTR) en las que se localizan
importantes regiones reguladoras responsables del inicio de la transcripcion y de la
poliadenilacion de los ARNmensajeros (ARNm) virales. ElI VIH-1 estd formado por tres
genes estructurales: gag, que codifica por un precursor poliproteico de 55 kDa que se procesa
dando lugar a MA, CA, p2, NC, pl y p6; pol, que codifica por la poliproteina Pol que se
procesa dando lugar a las enzimas virales Proteasa (PR), Transcriptasa Inversa (RT) e
Integrasa (IN); y env, que codifica por la glicoproteina gpl60 que se procesa por proteasas
celulares dando lugar a las dos proteinas de la envuelta SU (gp120) y TM (gp41). Ademas, el
VIH se encuentra sometido a un estrecho proceso de regulacion genética en el que participan
seis genes reguladores: vpu, vpr, vif, nef, tat y rev (Figura 2) (Greene, 1991). En la tabla 1, se
resumen las funciones de las proteinas codificadas por los distintos genes virales.

p2

| |
\

<+«— tat —»

Figura 2. Organizacion genémica del VIH-1.

1.3. Ciclo bioldgico del VIH-1.

El ciclo de replicacion del VIH-1 se puede dividir en cuatro fases (Figura 3):
Entrada del virus en la célula. La entrada del VIH en la célula diana es un proceso

secuencial que se inicia con la interaccién de gp120 con su receptor celular especifico, la
molécula de CD4 (Klatzmann y col., 1984). Esto provoca un cambio conformacional en la
proteina viral permitiendo su union a los receptores de quimiocinas CCR5 o CXCR4, que
actian como correceptores del virus (Feng y col., 1996; Dragic y col., 1996). La unién de
gp120 al correceptor provoca un nuevo cambio conformacional en el oligomero gp120/gp41,
que tiene como consecuencia la exposicion del dominio amino terminal de la glicoproteina

TM induciendo la fusion de la membrana viral con la membrana celular (Root y col., 2001).
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Tras la fusién de membranas, la capsida viral se libera y se desensambla parcialmente en el
citoplasma celular, liberando el ARN viral que inicia el proceso de transcripcion inversa.
Retrotranscripcion, transporte e integracién. La RT, transportada en el propio virion

(Levy, 1993), se asocia al ARN viral y a una molécula de ARNt Lys que funciona como
cebador. La retrotranscripcion supone un complejo proceso que se realiza en el citoplasma
celular mediante el cual la RT genera una doble hebra de ADN que duplica los LTR que se
sitian en ambas extremidades del genoma proviral (Greene, 1991). Una vez sintetizado, el
ADN viral es transportado al ntcleo con ayuda de las proteinas virales MA 'y Vpr, que forman
parte del complejo de preintegracién junto con la IN y determinadas proteinas celulares. Una
vez en el nacleo, el ADN viral se integra en el genoma celular mediante la accién de la IN

constituyendo la forma proviral del VIH (Gaynor, 1992).

Tabla 1. Genes del VIH y propiedades de las proteinas que codifican.

GEN PROTEINA FUNCION
gp160 Precursor preproteico
env SU (gp120) Interaccién con receptor CD4 y correceptores
TM (gp41) Fusiéon de membranas
p55 Precursor preproteico
CA (p24) Proteina de la nucleocapside
gag MA (p17) Proteina de la matriz
NC (p7) Ribonucleoproteina
p6 Ribonucleoproteina, encapsidacion viral
Proteasa (p11) Procesamiento postraduccional de proteinas virales
pol ;r\i:rss(;ng 22/6;351) Retrotranscripcion / Actividad ARNasaH
Integrasa (p32) Integracioén del genoma viral en el ADN del huesped
tat Tat (p14) Transactivador / Elongacién del ARNm
rev Rev (p18) Regulacién del transporte y procesamiento del ARNm

Regulacién negativa de CD4 y MHC de clase |

nef Nef (p27 . . L
027) Aumento de la infectividad / Incremento de la retrotranscripcion
vif Vif (p23) Aumenta la infectividad viral (degradacion APOBEC)
Formacion y transporte del complejo de preintegracion
vpr Vpr (p15) . . .
Detiene el ciclo celular en fase G2 / Transactivador
vpu Vpu (p16) Aumenta la liberacion de viriones / Degradacion de CD4 en reticulo

Transcripcidn, procesamiento y transporte del ARNm. Una vez integrado, el VIH puede

seguir un comportamiento variable: permanecer latente, o experimentar una replicacion
masiva con el consiguiente efecto citopatico sobre la célula infectada. La iniciacion de la
transcripcion no depende de proteinas virales sino de factores celulares, como el factor de
transcripcion NF-xB (Alcami y col., 1995; Chen y col., 1997), que interaccionan con las
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secuencias reguladoras localizadas en el LTR viral (Gaynor, 1992). A esta region se asocia el
complejo transcripcional primario permitiendo la transcripcion mediada por la ARN-
polimerasa Il. Una vez iniciada la sintesis del ARN viral, la expresion de la proteina viral Tat
aumenta la tasa de transcripcion y permite la elongacion completa del ARNm viral (Cullen,
1993; Karn, 1999). La proteina Rev participa en el procesamiento y transporte del ARNm
mediante su union al elemento de respuesta a Rev (RRE) (Butsch y Boris-Lawrie, 2002).
Asimismo, Rev estd implicado en el ensamblaje de los ARNm con la maquinaria de sintesis

proteica y acelera la sintesis de las proteinas virales por los polisomas (Greene, 1991).

\ Inh;/bég?r;g;ién

Inhib. * Formacion y
proteasa | maduracion

ARN proteinas

Inhibid. de la
transcriptasa
inversa

Retrotranscripcion

ARN
EEEEEEEEEER

T ‘ Transcripcion |

ADN

RT

—C e e
Inhib. integrasa

I ADN l
K | Transporte e Integracion | /

Figura 3. Ciclo biologico del VIH-1. El esquema muestra los pasos principales del ciclo vital del virus
indicando las dianas terapéuticas.

provirus

Formacion y maduracion de viriones: Una vez sintetizadas, las proteinas virales sufren

modificaciones postraduccionales para constituir las particulas virales maduras. La proteina
Env (gp160) recién sintetizada pasa al reticulo donde se glicosila y oligomeriza formando una
estructura trimérica. La ruptura proteolitica en las subunidades gp120 y gp4l ocurre en el
aparato de Golgi mediante una proteasa celular, y finalmente los trimeros son transportados
hacia la membrana plasmatica donde se produce el ensamblaje del virus. A partir del ARNm
que no ha sufrido ningln procesamiento se sintetiza la poliproteina Gag, y mediante un
cambio en la fase de lectura la poliproteina Gag-pol. Este hecho se produce con una
frecuencia del 5%, por lo que las proteinas de pol estan en una proporcion 1:20 con respecto a
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las de gag (Jacks y col., 1988). Una vez que las poliproteinas Gag y Gag-pol son sintetizadas,
se dirigen junto a dos copias del ARN y los iniciadores ARNt a la membrana plasmatica
donde regulan el proceso de ensamblaje. La Proteasa viral desempefia un papel central en la
produccion de particulas virales al procesar los precursores proteicos Gag y Gag-pol. La
maduracion final de los viriones y el ensamblaje correcto de las proteinas virales se produce
en el momento final del ciclo infectivo, durante el proceso de gemacién de los virus a través
de la membrana celular, y permite constituir una particula viral madura. En este proceso
participan otras proteinas virales entre las que destacan Vif y Vpu (Emerman y col., 1998;
Cullen, 1998). Ninguna de las dos proteinas es esencial para la replicacion viral, pero en su
ausencia se produce, una acumulacién de proteinas en el citoplasma y una menor produccion
de viriones en el caso de Vpu, y una disminucién de la infectividad entre 100 y 1000 veces en
el caso de Vif. Recientemente se ha descrito que la proteina Vif interacciona con una proteina
celular, APOBEC (Sheehy y col., 2002), perteneciente a la familia de enzimas de edicion de
ADN, e impide su incorporacion en el viridn. Esta proteina representa un mecanismo activo
de inmunidad antiviral innata frente a todos los retrovirus y probablemente otras familias
virales. Su accién sobre el VIH no se produce en la célula infectada sino interfiriendo el
proceso de retrotranscripcion en las células que seran infectadas en el siguiente ciclo de

propagacion (Chuny col., 1997; Marin y col., 2003).

2. TRATAMIENTO DE LA INFECCION POR EL VIH.

2.1. Farmacos antirretrovirales.

Desde la introduccion de la Zidovudina (ZDV, AZT) como primer farmaco para el
tratamiento de la infeccién por el VIH en 1987, el desarrollo de nuevos compuestos dirigidos
frente a diferentes dianas del ciclo del virus ha sido constante. Se han aprobado hasta el
momento un total de 29 farmacos, derivados de 23 principios activos, que se distribuyen en
cinco familias: los inhibidores de la trancriptasa inversa, que se subdividen a su vez en
analogos a nucleésidos o nucle6tidos (ITIAN/Nts) y no andlogos a nucledsidos (ITINNSs), los
inhibidores de la proteasa (IPs), los inhibidores de fusion, los inhibidores de la entrada y los

inhibidores de la integrasa (Tabla 2).
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2.2. Mecanismos de accion.

Los ITIAN (AZT, d4T, 3TC, ddl, ddC, ABC, FTC) y el ITIANt (TDF) son moléculas
similares a los nucledsidos naturales que deben ser fosforilados por quinasas celulares para
dar lugar a sus formas activas. Una vez trifosforilados, o bifosforilados en el caso del TDF,
compiten con los desoxinucleétidos trifosfatos (ANTPS) en su incorporacion a la cadena de
ADN sintetizada durante la retrotrancripcion, actuando como terminadores de cadena al
carecer del grupo hidroxilo en la posicion 3’ del az(car.

Los ITINN (NVP, DLV, EFV) son compuestos hidrofobicos que se unen directamente a
un bolsillo hidrofébico cercano al centro catalitico de la actividad polimerasa de la RT
(Kohlstaedt y col., 1992). Esta union altera el sitio de unién del complejo molde-iniciador
dificultando la translocacién durante la polimerizacion (Spence y col., 1995).

Tabla 2. FArmacos antirratrovirales comerciales.

Antirretrovirales aprobados (Nombre comercial)

Familias L
Farmacos Combinaciones
ITIAN Zidovudina, AZT, ZDV (Retrovir) TDF/FTC (Truvada)
Estavudina, d4T (Zerit) ABC/ZDV/3TC (Trizivir)
Lamivudina, 3TC (Epivir) ABC/3TC (Epzicom)
Didanosina, ddI (Videx) 3TC/ZDV (Combivir)
Zalcitabina, ddC (Hivid)
Abacavir, ABC (Ziagen)
Emtricitabina, FTC (Emtriva)
Tenofivir, TDF (Viread)
EFV/FTC/TDF (Atripla)
ITINN Efavirenz, EFV (Sustiva)

Nevirapina, NVP (Viramune)
Delavirdina, DLV (Rescriptor)

IP Amprenavir, APV (Agenerase) LPV/RTV (Kaletra)
Atazanavir, ATZ (Reyataz)
Darunavir, DRV (Prezista)
Fosamprenavir, FPV (Lexiva)
Indinavir, IDV (Crixivan)
Nelfinavir, NFV (Viracep)
Ritonavir, RTV (Norvir)
Saquinavir, SQV (Invirase)
Tipranavir, TPV (Aptivus)

Inhibidores de fusién Enfuvirtide, T-20 (Fuzeon)
Inhibidores de entrada Maraviroc (Selzentry)*
Inhibidores de integrasa Raltegravir (Isentress)*

* Farmacos que se encuentran en uso expandido.

Los IPs (APV, ATZ, DRV, FPV, IDV, NFV, RTV, SQV, TPV) son moléculas

hidrofobicas que mimetizan los sitios de corte de la poliproteina Gag-Pol. Por tanto, actian



Introduccién

como inhibidores peptidomiméticos que compiten con los sustratos naturales en su union al
centro activo de la proteasa viral. Los IPs presentan perfiles farmacocinéticos deficientes que
hacen muy dificil el mantenimiento de niveles plasmaéticos elevados (Acosta, 2002). Dado que
la mayoria de los IPs se metabolizan via complejo del citocromo P450, en la actualidad la
mayoria se administran potenciados con dosis subdptimas de Ritonavir, que inhibe la
actividad de dicho complejo e incrementa los niveles de farmaco en sangre.

Los inhibidores de fusion (T-20) son péptidos sintéticos que mimetizan e interaccionan
con una region conservada de gp41l y bloguean la formacion de la estructura necesaria en el
proceso de fusion (Eckert y Kim, 2001).

Los inhibidores de la entrada desarrollados hasta el momento se dirigen frente al receptor
CCR5. Son moléculas sintéticas de pequefio tamafio que actian como inhibidores alostéricos
modificando la estructura del receptor impidiendo la union de la glicoproteina viral.

Los farmacos dirigidos frente a la integrasa actdan inhibiendo el proceso conocido como
transferencia de banda durante la integracion del genoma del VIH-1 al ADN celular.

2.3. Terapia combinada.

La introduccién de la terapia antirretroviral de gran actividad (TARGA), basada en la
combinacion de tres o cuatro farmacos, ha supuesto una reduccion considerable de la
morbilidad y mortalidad asociadas a la infeccién por VIH-1 (Palella y col., 1998; Mocroft y
col., 2003). El objetivo de la terapia antirretroviral es suprimir al maximo la replicacién viral
(por debajo de los limites de deteccion de las técnicas de cuantificaciéon de ARN en plasma) lo
mas répido y duraderamente posible, para evitar el deterioro del sistema inmunitario y la
progresion a SIDA (Hammer y col., 2006). En este sentido el recuento de linfocitos CD4+ y
la carga viral plasmética (CVP), son los pardmetros basicos para establecer las decisiones
terapéuticas sobre inicio y cambio en el tratamiento, asi como para monitorizar su eficacia.

Los niveles de CD4 al inicio de tratamiento son el mejor factor de prondstico de
reconstitucion inmune (Kaufmann y col., 2005) y de progresion a SIDA (Egger y col., 2002).
La recomendacion actual es iniciar el tratamiento, en todos los casos de infeccion por VIH
sintomética independientemente de la cifra de CD4 y de la CVP, y en los casos de infeccion
asintomatica con CD4 por debajo de 350 células/ul. En los pacientes asintomaticos con CD4
>350 células/ul se recomienda diferir el tratamiento, independientemente de la CVP (Panel de
expertos de GESIDA y Plan Nacional sobre el Sida, 2007).
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Como tratamiento en primera linea se recomienda utilizar la combinacién de 2 ITIANs
junto con un ITINN o un IP potenciado con dosis subterapéuticas de RTV. Sin embargo, se
suele elegir la primera opcion, debido a que dichos tratamientos presentan un menor
porcentaje de efectos secundarios y una menor interaccion entre farmacos (Yeni y col., 2004).
La combinacion de 3 NRTIs sdlo se plantea como alternativa cuando las pautas anteriores no
pueden utilizarse por problemas de toxicidad, interacciones con otros medicamentos o
complejidad del régimen, ya que han demostrado ser menos eficaces que las pautas con
ITINNs (Gulick y col., 2004) o IPs (Staszewski y col., 2001).

El ITINN seleccionado habitualmente es el EFV, debido a la mayor toxicidad hepética 'y a
los cuadros de hipersusceptibilidad de la NVP. Sin embargo, en mujeres embarazadas se
recomienda el uso de NVP dado el carécter teratogénico del EFV. Estos farmacos deben
utilizarse en combinaciones potentes ya que si no se consigue una supresion completa de la
CVP pueden aparecer mutaciones que originan resistencia cruzada a todos los farmacos de
esta familia. Los IPs de primera eleccion son LPV + RTV (LPV/r) y FPV/r, y como
alternativa ATV/r o SQV/r. Estas combinaciones de 2 IPs pueden potenciar la toxicidad pero
se ve compensado por un marcado incremento en su potencia antiviral.

La mayoria de las terapias tiene como base la combinacién de dos ITIAN y las que
principalmente se recomiendan son TDF + FTC, ABC + 3TC y AZT + 3TC que ademas se
encuentran coformuladas con dosis fijas para favorecer la adherencia (Tabla 2). Otras
alternativas son ddl + FTC, d4T + 3TC y AZT + ddl. Las siguientes combinaciones no se
recomiendan: d4T + ddl y TDF + ddlI, por toxicidad y menor eficacia; AZT + d4T, por
antagonismo; 3TC + FTC y ABC + TDF, por perfil de resistencia similar y, por tanto, menor
barrera genética.

Las combinaciones de tres ITIAN han demostrado eficacia viroldgica e inmunoldgica en
varios estudios, aunque menos que las pautas de 2 ITIAN combinado con IP o ITINN. Con la
introduccién del TDF aparecieron nuevas posibilidades de triple terapia con ITIANs. Sin
embargo algunas combinaciones prometedoras como ABC + 3TC + TDF (Khanlou y col.,
2005; Landman y col., 2005; Balestre y col., 2006) o ddl + 3TC + TDF (Jemsek y col., 2004)
han mostrado inesperados porcentajes de fallos viroldgicos.

En tratamientos eficaces con buena adherencia la CVP debe descender rapidamente (1-2
logio/ml) a las 4 semanas y ser indetectable (<50 copias/ml) entre las 8 y 24 semanas
dependiendo de las CVP iniciales (Rizzardi y col.,, 2000). Este descenso inicial se
correlaciona con la duracién de la respuesta (Raboud y col., 1998). Si por el contrario no se

consigue esta caida en la carga viral, o después de alcanzarla vuelve a ser detectable en dos
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determinaciones consecutivas, se considera fracaso virolégico y se debe cambiar el
tratamiento. El fracaso viroldgico es debido a distintos factores que estan relacionados entre
si: la falta de adherencia al tratamiento, la toxicidad farmacoldgica, la potencia o la
interaccion entre los diferentes farmacos. La resultante de estos factores es frecuentemente el
desarrollo de resistencias farmacoldgicas con el consiguiente fracaso terapéutico a la pauta
utilizada. Esta circunstancia limita las opciones terapéuticas futuras y dificulta

significativamente el manejo clinico de los pacientes.

3. DESARROLLO DE RESISTENCIA A
ANTIRRETROVIRALES.

3.1. Variabilidad y dindmica de replicacion viral.
El VIH, como el resto de virus ARN, se caracteriza por una gran variabilidad genética que
viene determinada por diferentes factores:
-Tasa de mutacion: La RT es una enzima ADN polimerasa dependiente de ARN o ADN

con actividad endonucleasa H que, a diferencia de las ADN polimerasas celulares, no presenta
actividad exonucleasa 3’-5" que permite corregir las bases mal incorporadas. Se ha estimado
que la tasa de error para el VIH es de aproximadamente 2,5 x 10°, produciéndose un
promedio de 0.3-0.4 mutaciones por ronda de replicacion (Preston y col., 1988).

-Recombinacién: Otro mecanismo que contribuye a la gran diversidad genética es la

recombinacion entre variantes virales durante la retrotranscripcién. Para que este fenGmeno
suceda se requiere la co-infeccion de una célula por dos virus distintos y el empaquetamiento
de un ARN de cada virus en la misma particula viral. Se ha estimado que la frecuencia de
recombinacion varia entre 3 y 9 eventos por ciclo de replicacion en linfocitos (Levy y col.,
2004).

-Tasa de replicacion: Durante una infeccion productiva se estima que se generan en

torno a 10° -10' particulas virales al dfa (Perelson y col., 1996). Como la vida media de las
celulas productivas infectadas es 1,6 dias y la de los viriones libres en plasma 6 horas, la
poblacién viral del plasma se renueva practicamente en su totalidad de forma diaria. La
combinacion de esta cinética de replicacion y la elevada tasa de mutacion permiten que en un
solo dia se pueda encontrar cualquier nucleétido en cualquier posicion del genoma viral
(Coffin, 1995).

11
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Los diferentes mecanismos en la generacién de variabilidad descritos, combinados con la
plasticidad de las proteinas virales, tanto las estructurales como las enzimas responsables del
ciclo biologico viral (Turner y Summers, 1999), originan una dindmica poblacional de
cuasiespecies (Cichutek y col., 1992; Domingo y Holland, 1997). Las cuasiespecies se pueden
definir como distribuciones complejas de secuencias genéticamente distintas pero
relacionadas entre si, ya que provienen de una sola cadena progenitora. La presencia de
diferentes factores selectivos, ya sean intrinsecos al organismo hospedador (sistema
inmunitario) o externos a este (farmacos antirretrovirales), generan una competicion continua
entre las variantes genéticas surgidas durante la replicacion virica, seleccionando las mas
eficaces para hacer frente a estos cambios. Los farmacos antirretrovirales, en condiciones
suboptimas, favorecen la seleccion de variantes resistentes limitando en buen grado el éxito

de las terapias antirretrovirales (Ledergerber y col., 2004).

3.2. Mecanismos de resistencia.

Los mecanismos y las mutaciones que generan resistencia a antirretrovirales se pueden
clasificar en funcioén del tipo de farmaco que las ha seleccionado. En este trabajo se ha
analizado la resistencia frente a los inhibidores de la RT (ITIAN e ITINN) y los inhibidores
de la PR, que siguen siendo los méas utilizados en terapia antirretroviral. En la figura 6 se
muestra un cuadro resumen de las principales mutaciones de resistencia a ambos tipos de
inhibidores.

La RT es un heterodimero (p66/p51), con actividad ADN polimerasa dependiente de ADN
0 ARN vy actividad ribonucleasa (RNAsa H). La subunidad p51 se produce por el
procesamiento proteolitico de p66, y parece tener sélo un papel estructural. Por el contrario,
p66 presenta los dominios polimerasa y RNAsa H, donde el primero presenta una disposicion
que asemeja a una mano derecha (dedos, palma, pulgar) formando una hendidura para la
unién del ADN (Figura 4).

3.2.1. Mecanismos de resistencia a ITIAN.

Las mutaciones de resistencia a los ITIAN se localizan principalmente en torno al centro
activo de la RT (Figura 4), y generalmente se requiere la acumulacion de varias mutaciones
para conseguir altos niveles de resistencia. Se han establecido dos mecanismos principales de
resistencia a analogos de nucleosidos: uno mediado por mutaciones que favorecen la escision
fosforolitica de los terminadores de cadena incorporados al ADN; y otro, por mutaciones que

interfieren con la capacidad para incorporar el inhibidor trifosforilado.
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-Disminucién de la afinidad de la RT por los ITIAN. En este mecanismo influye la eficacia

catalitica de incorporacion del inhibidor con respecto a los sustratos naturales durante la
polimerizacién. En general, la RT salvaje incorpora preferentemente el andlogo de nucle6sido
farmacolodgico frente al natural. Sin embargo, ciertas mutaciones disminuyen la afinidad por
el inhibidor manteniendo la actividlad ADN polimerasa en la incorporacién de dNTPs
naturales (Huang y col., 1998). Asi, el nucledsido natural es incorporado y se continta la
elongacién de la cadena de ADN. Estas mutaciones pueden reducir la capacidad replicativa
del virus, suelen ser especificas de un farmaco y presentan escasa resistencia cruzada (K65R,
K70E, L74V, V75T, Y115F, M184V) con la excepcion de Q151 M.
A continuacion se describen algunos ejemplos:

-M184V: Esta mutacion es un buen ejemplo de este mecanismo, confiere altos niveles
de resistencia a 3TC (>100 veces) sin alterar significativamente la afinidad de la RT por sus
sustratos naturales (Diallo y col., 2003). Esto se debe a que la cadena lateral de la valina tiene
un mayor grosor que la de la metionina, provocando un problema de interferencia estérica que
justificaria la resistencia al inhibidor (Sarafinos y col., 1999). Los fracasos con regimenes que
incluyen 3TC seleccionan rapidamente esta mutacién. También puede ser seleccionada por
abacavir y, en mucho menor grado, por ddl. La mutacion M184V puede mejorar la resistencia
fenotipica producida por el cimulo de NAM en AZT, d4T y TDF, y empeora la resistencia
fenotipica de ABC, ddl y ddC. Sin embargo, el efecto beneficioso a la resistencia a AZT, d4T
y TDF se pierde cuando aumenta el nimero de NAM.

-K65R: La mutacién K65R es la principal mutacién asociada con la resistencia al TDF
aunque puede ser seleccionada también por ddl, ddC y ABC. Por otro lado, se ha establecido
que esta mutacion se asocia con un aumento de la sensibilidad a AZT, que no modifica la
sensibilidad a d4T y que puede reducir la sensibilidad a TDF, ABC, ddl, ddC y 3TC. Este
impacto es especialmente significativo cuando se asocia la mutacion M184V con K65R
(White y col., 2002). En este caso deberian evitarse farmacos como el ddl, ABC y 3TC, y
elegir AZT o d4T como opciones terapéuticas.

-Complejo Q151M: El ejemplo de la mutacion Q151M es interesante porque no se trata

de una mutacion aislada sino que aparece acompafiada de otras mutaciones (A62V, V75I,
F77L y F116Y) formando el llamado complejo de multirresistencia Q151M. La seleccion del
complejo es un proceso gradual que se inicia con la adquisicion del cambio Q151M, que
afecta la interaccion con el dNTP entrante en la sintesis de la cadena, seguido de la sustitucion
F77L, y posteriormente los cambios en las posiciones 62, 75 y 116 que se sitGan en la
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vecindad del sitio catalitico para acomodar el bolsillo a los dNTPs naturales. EI complejo

Q151M origina resistencia a todos los andlogos de nucledsidos, excepto 3TC, FTC y TDF.

Figura 4. Modelo de la estructura de la RT del VIH-1. A) Se indican, las posiciones de las mutaciones de
resistencia a ITIAN con ndmeros, el nucledtido entrante con esferas amarillas y los residuos activos (110, 185 y
186) mediante esferas violetas. B) Se indican, las posiciones de las mutaciones de resistencia a ITIANN con
ndmeros y la NVP mediante esferas amarillas. Modificado a partir de Shafer, 2002.

-Aumento de la capacidad de escisién: Aungue la RT carece de actividad 3’-5’ exonucleasa,

dispone de un mecanismo de fosforolisis que permite retirar del extremo 3’ terminal del ADN
aquellos analogos de nucle6sidos que bloquean la sintesis permitiendo que esta continte. La
reaccion de fosforolisis requiere de una molécula donadora de pirofosfato que puede ser ATP
0 PPi. Aunque las dos vias son posibles, dadas las concentraciones intracelulares de estas
moléculas, es mas probable que el donador sea ATP que generaria un dinucledsido polifosfato
(Meyer y col., 1999). Al contrario de lo que sucede con las mutaciones anteriores, estas no
suponen una alteracion en la afinidad de la RT por los dNTPs y, por tanto, no suelen afectar a
la capacidad replicativa del virus.

Las mutaciones implicadas en este tipo de resistencia (M41L, D67N, K70R, L210W,
T215F/Y y K219Q/E) se asociaron inicialmente con resistencia a AZT, y fueron denominadas
mutaciones de analogos de timidina (TAM). Sin embargo, estas mutaciones generan
resistencia no solo a AZT, sino también a d4T y ABC, y en menor grado a ddl y TDF (Shafer,
2002). Por ello a las mutaciones TAM también se las ha denominado mutaciones NAM
(mutaciones de analogos de nucledsidos), ya que también afectan a la potencia de anélogos
diferentes a los de timina. Los datos bioquimicos disponibles indican que la actividad
fosforolitica se incrementa conforme aumentan el nimero de mutaciones de resistencia.

3.2.2. Mecanismos de resistencia a ITINNs
La resistencia a ITINNs se debe a la pérdida de afinidad de la RT por los compuestos,

como resultado de mutaciones en la region hidrofébica que alteran las interacciones quimicas
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entre el enzima y el inhibidor (Figura 4). Una Unica mutacion en el sitio de unidn suele
conferir un elevado grado de resistencia frente a uno o mas ITINNs. Asi, por ejemplo, los
cambios K103N, V106M ¢ Y188L por si solos, pueden conferir resistencia simultdnea a
NVP, DLV y EFV. El hecho de que todos los compuestos compartan el sitio de union, genera

una alta tasa de resistencia cruzada.

Figura 5. Modelo de la estrucura del homodimero de la proteasa del VIH-1 cristalizada con IDV. Se indican las
posiciones de las mutaciones en el homodimero de la izquierda, el indinavir con esferas amarillas y el centro
activo mediante esferas violetas. Modificado a partir de Shafer, 2002.

3.2.3. Mecanismos de resistencia a IPs

La Proteasa viral es un dimero formado por dos cadenas polipeptidicas de 99 aminoacidos
unidas no covalentemente. En la union de estas subunidades se crea una hendidura donde se
encuentran las secuencias conservadas (Asp-Thr-Gly) que constituyen el sitio activo (Figura
5). A pesar del pequefio tamafio de la PR, su gran plasticidad, le permite acumular un gran
nimero de mutaciones en diferentes posiciones sin perder su actividad enzimatica. Se han
descrito numerosas mutaciones asociadas a resistencia que se localizan alrededor del sitio
catalitico (mutaciones primarias), o en regiones alejadas, que no interfieren con la unién del
IP al sustrato (mutaciones secundarias). Las primeras, disminuyen la afinidad por el farmaco
manteniendo la especificidad por el sustrato natural. Estas mutaciones (D30N, G48V, 150V,
V82A/T, 184V) confieren un alto grado de resistencia y en ocasiones se asocian con una
disminucién en la capacidad replicativa del virus. Las mutaciones secundarias no modifican
de forma significativa la sensibilidad a los farmacos, sin embargo, compensan la pérdida
previa de capacidad replicativa aumentando la estabilidad y actividad de la enzima (M46l,
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L63P, L90M). Estas mutaciones suelen ser las responsables de la mayor parte de los casos de
resistencia cruzada entre los distintos IPs (Menéndez-Arias y col.,, 2003). Ademas, las
mutaciones secundarias pueden aparecer fuera de la proteasa, en sitios de procesamiento de la
poliproteinas Gag (p2/p7, p7/pl y pl/p6), proporcionando mejores sustratos para la PR e
incrementando la eficacia del proceso de maduracion del virién (Cote y col., 2001; Myint y
col., 2004).

3.3. Sistemas de andlisis de resistencia

Como ya se ha mencionado previamente, uno de los principales obstaculos para conseguir
y mantener una buena respuesta viroldgica es la emergencia de variantes resistentes
(Ledergerber y col., 2004). La deteccion de estas variantes ha demostrado su utilidad clinica
(Durant y col., 1999; Baxter y col., 2000; Tural y col., 2002; Cingolani y col., 2002; Cohen y
col., 2002), y por tanto, las pruebas de resistencia se recomiendan para facilitar a los clinicos
el cambio de tratamiento después de fracaso terapéutico (Hirsch y col., 2003). También se
recomiendan en caso de infeccion primaria o cronica sin tratamiento previo debido al aumento
en la prevalencia de transmision de virus resistentes (Little y col., 2002, Novak y col., 2005;
Wensing y col.,, 2005). Los metodos para evaluar la sensibilidad del VIH a los
antirretrovirales se pueden clasificar en ensayos genotipicos y fenotipicos. A continuacion se
detallan las caracteristicas de cada uno, los sistemas disponibles y sus ventajas e
inconvenientes.

3.3.1. Métodos genotipicos

Los métodos genotipicos se basan en el analisis de secuencias especificas del genoma del
VIH-1 con el fin de comprobar si existen mutaciones asociadas a resistencia en los genes
diana del tratamiento. En el momento actual, los métodos genotipicos se utilizan
fundamentalmente para analizar las secuencias de la RT, de la PR y de la envuelta viral. A
partir del ARN viral extraido del plasma del paciente infectado, mediante una reaccion de RT-
PCR se amplifican los genes de interés y, posteriormente, se secuencia el fragmento completo
0 se buscan mutaciones puntuales especificas. Para que la eficiencia de la prueba sea méaxima
la carga viral debe ser superior a 1.000 copias de ARN-VIH-1/ml de plasma (Shafer, 2002), y
debe obtenerse antes de interrumpir o modificar el tratamiento, ya que, en su ausencia, las
cepas salvajes pasan a predominar rapidamente sobre las mutantes en el conjunto de

cuasiespecies de un mismo paciente.
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Métodos basados en hibridacién: Se basan en la busqueda de mutaciones especificas por

hibridacion de los productos amplificados por RT-PCR a partir de las muestras de plasma
(Kozal y col., 1996; Stuyver y col., 1997). Estas técnicas son répidas y faciles de realizar,
pero deben ser adaptadas continuamente segln se describen nuevas mutaciones asociadas a
resistencia y pueden darse falsos negativos por la presencia de polimorfismos en los
nucledtidos adyacentes.

Métodos basados en secuenciacién: La secuenciacion es el método genotipico de

referencia, ya que proporciona informacion completa acerca de la secuencia que se esté
analizando, permite identificar nuevas mutaciones de resistencia y facilita la caracterizacion
de los diversos patrones mutacionales por los que el VIH-1 adquiere resistencia a los distintos
farmacos en el contexto del tratamiento combinado. A partir de la secuencia de nucleétidos se
obtiene la secuencia de aminoacidos y se compara con la secuencia consenso para detectar las
mutaciones. Existen diferentes bases de datos (Shafer, 2006) y métodos comerciales (Hoover
y col., 2000), para la interpretacion del genotipo. Estas técnicas son rapidas, de bajo coste y
faciles de realizar, sin embargo, sélo proporcionan evidencias indirectas de resistencia. La
interpretacion de los resultados depende del conocimiento del fenotipo y de la actividad
antiviral in vivo de los distintos farmacos frente a virus portadores de las diferentes
mutaciones de resistencia. Esto dificulta estandarizar un criterio en el andlisis de las
mutaciones obtenidas (Hanna y D'Aquila, 2001), sobre todo cuando aparecen mutaciones
nuevas (Paolucci y col., 2003) o patrones de mutaciones muy complejos (Ross y col., 2001).
3.3.2. Métodos fenotipicos

Los métodos fenotipicos permiten obtener una medida méas directa y cuantitativa de la
susceptibilidad a los antirretrovirales, midiendo la capacidad del virus para crecer en
presencia de distintas concentraciones del farmaco in vitro. El resultado obtenido se conoce
como concentracion inhibidora del 50% o del 90% (ICsp 0 1Cqp), que es la concentracion del
farmaco necesaria para reducir la replicacion viral, en cultivo celular, en el 50% o en el 90%,
respectivamente, y permite compararla con la requerida para inhibir una cepa de referencia de
laboratorio. Esta permite obtener el nimero de veces (fold) que aumenta la ICsp 0 1Co de un
aislado con relacién a la cepa control sensible. Existen dos tipos de pruebas de resistencias
fenotipicas: los métodos clasicos y los basados en virus recombinantes.

17



Introduccién

IT IAN TAMs Discriminan ITIAN Multiresistencia
M41 D67 K70 L210 T215 K219 K65 K70 L74 V75 Y115 M184 T69 Q151 A62 V75 F77 F116

3TC R E I VI ms M V | L Y
FTC R E I Vi s M V I L Y
ABC L N W FY R E ™I F VI InsD MV TMI |

ddl L N W FY R E VI T™I VI InsD MV TMI | Y
TDF W EY R E Ml E Ins- MV Ml | Y
d4T W FY QE R T™MI s M V T™MI | Y
AZT L N R W FY QE I s M V. I 1 Y

Negrita: reducen susceptibilidad; Rojo: alta resistencia fenotipica y/o reducida respuesta virologica. TAMSs y la insercion
T69 reducen la susceptibilidad por la escision de ITIAN monofosfatos. Mutaciones discriminatorias y Q151M+complejo (62,
75, 77, y 116) previene la incorporacion de ITIAN trifosfatos. Incremento de susceptibilidad: M184VI a AZT, TDF y d4T;
L74VI a AZT y TDF; K65R a AZT. Otras mutaciones: K43EQN, E44DA, V118l, H208Y, D218E, H221Y, L228H/R,
aparecen en combinacion con TAMs y facilitan resistencia cruzada a multiples ITIANSs.

ITINN

A98 L100 K101 K103 V106 V108 E138 V179 Y181 Y188 G190 P225 F227 M230 P236 K238
NVP G I EP N AM | K DEF CIV LHC ASE H LC L NT
EFV G I EP NS AM | K DEF CIV LHC ASE H Cc L NT

Negrita: reducen susceptibilidad. Rojo: alta resistencia fenotipica y/o reducida respuesta virolégica. Otras mutaciones:
Asociadas con el tratamiento a ITINN y/o responsables de la resistencia fenotipica: K101NH, K103TH, G190QCTV.
Polimorfismos: A98S, K101RQ, K103R, V1061, E138A, V179, y K238R poco efecto en la resistencia a estos farmacos.
L318F es una mutacion seleccionada con ITIAN que genera un bajo nivel de resistencia a NVP. N348I reduce la
susceptibilidad a NVP y posiblemente a EFV. I135T y L2831 pueden actuar sinérgicamente con otras mutaciones de
resistencia a ITANs. Incremento de susceptibilidad: P236L a NVVP; L100I y Y181C al AZT y TDF.

IPS Mutaciones

Primarias)

D30 V32 V33 M46 147 G48 150 154 L76 V82 184 N88 L9
ATV/r F IL Vv \Y/ L VALM AF \Y/ S M
DRVI/r | F VA \Y/ LM \Y/ F \Y/ M
FPVI/r | F IL VA Vv LM \Y/ F \Y/ M
IDV/r | IL Vv VALM Vv AFTS V S M
LPV/r | F IL VA \Y/ VALM Vv AFTS V M
NFV N F 1L Vv V VALM AFTS vV DS M
SQV/r \Y4 VALM TF \Y/ S M
TPV/r | F IL Vv VA TESL V M

Rojo: Reducen susceptibilidad y respuesta viroldgica. Rojo: contraindicados cuando esta mutacion esta presente. Posiciones
30, 32, 47, 48, 50, 82, y 84 estan situadas en la hendidura de la proteasa. Posiciones 46, 47, 48, 50, y 54 estan el bolsillo de la
proteasa. Posiciones 33, 76, 88, y 90 impiden la union del inhibidor. Otras mutaciones: L33I, M46V, G48M, I54ST,
G73CA, V82M, I84AC, y N88TG. Incremento de susceptibilidad: 150L a todos los IPs excepto al ATV; 150V a TPV;
N88S a FPV; L76V a ATV y SQV. Mutaciones secundarias: mutaciones en las posiciones 10, 11, 23, 24, 43, 53, 58, 71, 73,
74, 83, 89.

Figura 6. Mutaciones asociadas a resistencia de la RT y la PR. Figura adaptada a partir de “HIV RT and
Protease Séquense Database” (Universidad de Standford; http://hivdb.stanford.edu).
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3.3.2.1. Métodos clésicos de fenotipo

Los primeros métodos fenotipicos desarrollados requerian aislar y cuantificar el virus del
paciente a partir de linfocitos de sangre periférica. El ensayo se realizaba infectando PBMCs
de donante sano, estimuladas en presencia de diluciones seriadas del farmaco. La
susceptibilidad se valoraba en base a la menor concentracion del farmaco capaz de suprimir la
replicacion viral determinada en relacién a la cuantificacion del antigeno p24 o muerte celular
(Japour y col., 1993). Aunque estos sistemas tienen la ventaja de evaluar directamente la
sensibilidad del virus aislado del paciente, presentan numerosos inconvenientes como su
extrema laboriosidad, su alto coste y su escasa reproducibilidad. Ademas, el aislamiento y la
expansion de las poblaciones virales a partir de linfocitos pueden provocar la seleccion de
subpoblaciones virales o variantes latentes que alteren el perfil de sensibilidad.

3.3.2.2. Métodos basados en virus recombinantes

Con el fin de solventar los problemas de estandarizacion y los sesgos en cultivo de los
métodos de fenotipo convencionales, en los ultimos afios se han desarrollado nuevos
abordajes basados en la generacion de virus recombinantes, portadores de los genes de interés
del paciente, ya sea la RT y/o la PR (Kellam y Larder, 1994; Boucher y col., 1996; Shi y
Mellors, 1997; Race y col., 1999; Iga y col., 2002; Klimkait, 2002) o el gen env (Trouplin y
col., 2001; Van Baelen y col., 2007; Whitcomb y col., 2007), que permiten determinar la
sensibilidad a los FARV de forma eficaz y relativamente réapida.

Si nos centramos en los métodos que estudian el gen pol, algunos de ellos se han
semiautomatizado y se encuentran en la actualidad disponibles en laboratorios comerciales.
Los tres métodos fenotipicos comerciales que utilizan un ensayo de virus recombinante son
“Antivirogram” (Hertogs y col., 1998), “Phenosense” (Petropoulos y col., 2000) y
“Phenoscript” (Race y col., 1999). Estos métodos amplifican mediante RT-PCR la PR y RT
del VIH-1 a partir de muestras de plasma y generan virus recombinantes mediante
transfeccion en lineas tumorales. La ICso de los virus recombinantes se determina en cultivo,
midiendo la viabilidad o la sefial de un gen indicador en las células infectadas en presencia de
diferentes concentraciones de antirretrovirales. Existen una serie de diferencias metodologicas
entre las tres técnicas que se sefialan en la tabla 3.

Los tres métodos han demostrado poseer un elevado nivel de correlacion para la
determinacion de la sensibilidad/resistencia a la mayoria de antiretrovirales (Miller y col.,
2001). Sin embargo, cada uno de ellos presenta ventajas e inconvenientes. Por un lado,
Antivirogram, requiere una amplificacion y titulacion previa en cultivo, haciendo el test mas

largo y laborioso, y posibilitando la seleccion de variantes mejor adaptadas al cultivo. Por
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otro, Phenosense y Phenoscript, generan virus recombinantes de un Unico ciclo de
replicacion, por lo que en el caso de variantes virales de escasa capacidad replicativa los
niveles del gen indicador obtenidos pueden ser bajos, y dificultar la interpretacion de las
pruebas de resistencia. A pesar de que estos métodos son mas rapidos y reproducibles que los
convencionales, siguen siendo caros, laboriosos y menos sensibles que los métodos

genotipicos para detectar subpoblaciones minoritarias.

Tabla 3. Meétodos comerciales para la determinacion de la sensibilidad a

antirretrovirales basados en virus recombinantes.

Antivirogram (Virco) Phenoscript (Viralliance) Phenosense (Virologic)
Sensibilidad 1000 copias/ml 500copias/ml 500copias/ml
Fragmento 2,2 Kb 1,5 Kb 1,5 Kb
Region estudiada PRy RT PR o RT PRyRT
Recombinacion  Homoéloga/vector deleccionado Homologa/vector deleccionado Clonaje en vector luciferasa
Transfeccion Electroporacion-MT-4 Fosfato célcico-HelLa Fosfato célcico-293
Virus Ciclo multiple Ciclo Unico Ciclo Unico
Titulacion MTT No No
Infeccién MT4 P4 293
Lectura MTT B-galactosidasa Luciferasa
Duracion 20-22 dias 5 dias 8-10 dias

3.3.3. Fenotipo virtual

El fenotipo virtual es un sistema cuantitativo desarrollado por Virco (VirtualPhenotype)
en el que a partir de una amplia base de datos con informacion fenotipica y genotipica de
miles de muestras se intenta predecir el fenotipo en funcién del genotipo (Larder y col.,
2000). Una vez obtenido el genotipo de resistencias, se identifican en la base de datos los
distintos fenotipos asociados a dicho genotipo, y se calcula la media de 1Csy de todas las
muestras para cada farmaco. La principal ventaja del fenotipo virtual es que proporciona
informacion rapida acerca de la sensibilidad del VVIH-1 a todos los antirretrovirales, una vez
conocido su genotipo, sin que sea necesario llevar a cabo una prueba fenotipica. Los estudios
de comparacion entre el fenotipo real y el virtual han demostrado una buena correlacion entre
el 80-90% (Verbiest y col., 2000). Sin embargo, el fenotipo virtual tiene el inconveniente de
no reconocer la secuencia entera del genotipo, sino tan s6lo las mutaciones que considera
relevantes y, por tanto, no reconoce mutaciones seleccionadas por nuevas combinaciones de

farmacos o nuevos antirretrovirales.
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4. CAPACIDAD REPLICATIVA DE VIRUS RESISTENTES A
ANTIRRETROVIRALES.

A pesar de los frecuentes fallos virologicos, en un nimero importante de pacientes con
TARGA aparecen respuestas CD4+/CV discordantes, que se definen como CD4 estables o en
aumento, en presencia de replicacion viral (Deeks y col., 2000; Deeks y col., 2001; Barbour y
col., 2002; Sufka y col., 2003; Kaplan y col., 2005). Para explicar este fendbmeno se han
propuesto diferentes mecanismos tanto inmunol6gicos como viroldgicos. Entre los primeros
se ha postulado que las variantes resistentes podrian tener una capacidad citopatica
disminuida (mayor sensibilidad al TARGA de las variantes X4 por ejemplo) que reduciria su
capacidad de replicacion en el timo (Stoddart y col., 2001), o de induccion de apoptosis por
activacion (Hazenberg y col., 2000). Otra alternativa propuesta es que el TARGA permita la
regeneracion de la respuesta inmunoldgica especifica contra el VIH (Cao y col., 1995;
Rosenberg y col., 1997). Sin embargo, varios estudios apuntan a una pérdida directa en la
capacidad replicativa del virus, debida a la seleccion de mutaciones de resistencia, como la
causa de este beneficio inmunoldgico observado en presencia de una alta CVP (Quinones-
Mateu y col., 2000; Martinez-Picado y col., 2000).

4.1. Fitness y resistencia.

Desde un punto de vista experimental, el fitness viral se puede definir como la capacidad
de un virus para replicar en un ambiente determinado y producir una progenie infecciosa
(Menéndez-Arias y col., 2003). Se trata de un pardmetro dinamico que depende de multiples
factores tanto virales como del huésped. Cualquier cambio en los genes del virus que
modifique su capacidad replicativa, o diferentes presiones selectivas como el sistema inmune
o el tratamiento antirretroviral, contribuyen a la seleccion de un espectro de cuasiespecies
determinado en cada paciente. El término capacidad replicativa, se referiria Unicamente al
valor obtenido de manera experimental en ausencia de otros factores ambientales, sin
embargo, en los ultimos afios, estos dos términos han llegado a confundirse, utilizindose
indistintamente.

El tratamiento antirretroviral actia como un componente modulador favoreciendo la
seleccidn de variantes resistentes a los farmacos. La seleccion de mutaciones de resistencia
aumenta la capacidad del virus para replicar en presencia del farmaco, sin embargo, en
ocasiones emergen a expensas de una pérdida en el fitness viral en ausencia del mismo. Las

primeras mutaciones en seleccionarse suelen conferir un elevado grado de resistencia y
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perdida de capacidad replicativa, pero posteriormente se van seleccionando mutaciones
compensatorias que facilitan la recuperacion del fitness viral. EI uso prolongado de las
terapias antirretrovirales ha favorecido el incremento en el nimero de pacientes con amplia
experiencia farmacoldgica y resistencia a practicamente todos los farmacos. En estas
circunstancias las opciones terapéuticas son limitadas. Sin embargo, algunos estudios han
descrito una asociacion inversa entre el bajo fitness y la patogénesis del virus (Nijhuis y col.,
2001; Quinones-Mateu y Arts, 2002), despertando en los Gltimos afios un gran interés por el
estudio del fitness viral en el VIH-1 y su posible aplicacion a la practica clinica. Una de las
utilidades potenciales de la determinacion del fitness viral seria la supresion selectiva de
farmacos en el paciente multitratado en fracaso. De esta manera se mantendrian aquellos
farmacos que seleccionan las mutaciones asociadas a baja capacidad replicativa. Trabajos
realizados (Deeks y col., 2005) muestran que la retirada de ITIAN se asocia con un aumento
de la CV debido a la emergencia de virus WT, mientras que la retirada del IP o del ITINN
mantiene los niveles de CV y CDA4. Esto sugiere que los ITIAN originan una presion selectiva
que genera virus de baja capacidad replicativa. De confirmarse, estos resultados apoyarian la
retirada selectiva de farmacos que redundaria en una disminucion de la toxicidad, sin alterar la
eficacia relativa del tratamiento al seleccionarse virus mutantes con baja capacidad

replicativa.

4.2. Sistemas de estudio de la capacidad replicativa.

La principal limitacion para estudiar la asociacion entre patogénesis y fitness viral, es la
dificultad de estandarizar un método para valorar el fitness viral y que esta medida sea
representativa de lo que ocurre in vivo. El anélisis de aislados virales a partir de PBMCs
estimulados del paciente, proporciona la informacién mas completa del virus, pero dificulta la
comprension de qué cambios, entre toda la secuencia son los responsables de la pérdida de
fitness (Simon y col., 2003). Por otro lado, el estudio de mutaciones puntuales o genes
concretos mediante la utilizacion de virus recombinantes, facilita la asociacion de cambios del
fitness a unos patrones concretos de mutaciones asociadas a resistencia, pero no tiene en
cuenta factores epistaticos fuera de las secuencias de estudio que podrian condicionar el
resultado (Bonhoeffer y col., 2004). Ademas de estos conceptos tedricos, para su aplicacion
en la clinica, los métodos deben intentar ser rapidos y reproducibles.

Todas estas premisas han llevado al desarrollo de maltiples modelos experimentales in

vitro:
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Ensayos enzimaticos: Valoran el efecto de las mutaciones de resistencia sobre la

eficacia catalitica de las enzimas de la PR o de la RT (White y col., 2002).
Cinéticas de replicacion: Valoran la eficacia de replicacion de cada una de las variantes

virales en cultivos separados, midiendo la produccién de p24 o la actividad de la RT (Prado y
col., 2002). Recientemente se han desarrollado ensayos de un ciclo de replicacion basados en
virus recombinantes. Estos métodos valoran la capacidad replicativa mediante pseudovirus
que contienen un gen indicador (Luciferasa, GFP) o células que expresan el gen de la B-
galactosidasa, que permiten cuantificar la replicacion viral a 24 o 48 horas (Zennou y col.,
1998; Deeks y col., 2001).

Ensayos de competicion: Es el método mas sensible, ya que mide la proporcion relativa

de cada una de las variantes en competicion a lo largo del tiempo. Se han ido desarrollando
diferentes técnicas de esta modalidad: ensayos de secuenciacion (Martinez-Picado y col.,
2000), heteroduplex (Quinones-Mateu y col., 2000), PCR en tiempo real (Weber y col., 2003)
y virus recombinantes con genes indicadores (Zhang y col., 2004; Neumann y col., 2005;
Weber y col., 2006). El objetivo de estos abordajes es reducir la laboriosidad y los tiempos
elevados que dificultan su aplicacion a la practica clinica.

En los ultimos afios, los sistemas basados en virus recombinantes han demostrado ser
utiles para valorar el impacto de las mutaciones de resistencia sobre la capacidad replicativa.
Como los ensayos de competicidn siguen siendo muy laboriosos, un sistema basado en virus
recombinantes de ciclo Unico, adaptado a partir del sistema de susceptibilidad a
antirretrovirales de “PhenoSense”, es actualmente uno de los métodos mas usados para el
estudio de la capacidad replicativa del VIH-1 (Deeks y col., 2001; Deeks y col., 2003;
Barbour y col., 2004). Sin embargo, una posible limitacion de estos métodos basados en un
solo ciclo de replicacion, es su baja sensibilidad para detectar pequefias diferencias de

capaciad replicativa.

4.3. Mutaciones de resistencia en pol que provocan una pérdida de

capacidad replicativa.

El andlisis in vitro de numerosos clones con mutaciones asociadas a resistencia, y
experimentos con retirada de tratamiento en los que los virus mutantes revierten a WT, ha
permitido valorar el impacto de las mutaciones asociadas a resistencia sobre la capacidad
replicativa del virus. Asi, se ha observado en la PR, que la adquisicién de mutaciones que
confieren resistencia, implican un cierto coste biolégico (Eastman y col., 1998; Martinez-
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Picado y col., 1999; Nijhuis y col., 1999; Martinez-Picado y col., 2000; Sugiura y col., 2002).
Estas mutaciones, denominadas primarias, suelen dificultar la unién del sustrato al sitio
activo, provocando una pérdida de capacidad replicativa: elevada, en el caso de las
mutaciones, D30N, M461/L, G48V, V82A/T/F/S (Antinori y col., 2001; Devereux y col.,
2001; Kantor y col., 2002; Svedhem y col., 2002; Yusa y col., 2002); moderada, en virus
portadores de los cambios 154V, 184V, N88D (Devereux y col., 2001); o baja, en el caso de
los mutantes, L101/V, K20R, M361, L63P, A71V/T, V771, V82A, L90M (Mammano vy col.,
2000; Devereux y col., 2001). Sin embargo, a pesar de esta pérdida de capacidad replicativa,
algunas de estas mutaciones siguen manteniéndose después de la retirada del tratamiento
(Hance y col., 2001; Svedhem y col., 2002), lo que sugiere la presencia de mutaciones
compensatorias que conceden cierta ventaja selectiva. Estas mutaciones, pueden encontrarse
en la propia secuencia de la PR (Chen y col., 1995; Jacobsen y col., 1995; Markowitz y col.,
1995; Rose y col., 1996; Schock y col., 1996; Eastman y col., 1998; Nijhuis y col., 1999), en
otras secuencias del genoma, como los sitios de procesamiento de la poliproteina Gag (p2/p7,
p7/pl, pl/p6, MA/CA, CA/p2) (Cote y col., 2001; Feher y col. 2002; Pettit y col., 2002;
Matsuoka-Aizawa y col., 2003; Myint y col.,, 2004;), e incluso, lejos de los sitios de
procesamiento (Matsuoka-Aizawa y col., 2003), proporcionando mejores sustratos para la PR
e incrementando la eficacia del proceso de maduracion del virion. Otro mecanismo que
mejora la eficacia de maduracion viral es un aumento del porcentaje de expresion de la
poliproteina Gag-pol mediante mutaciones en el extremo 3’ de Gag que favorecen el cambio
en la fase de lectura (Doyon y col., 1998).

Las mutaciones que confieren resistencia a ITINN, suelen seleccionarse rapidamente y
tener escaso impacto sobre la capacidad replicativa. Este es el caso de mutaciones como
L100l, K103N, V179D, Y181C/l, Y188C/H/L. Sin embargo, también hay mutaciones
asociadas a resistencia a estos farmacos que ocasionan una disminucion en la infectividad del
virus: V106A, P225H, M230L, P236L, G190C/Q/V/E/T (Menendez-Arias y col., 2003).

Por otro lado, dentro de las mutaciones que confieren resistencia a ITIAN se diferencian
dos grupos: las TAMs (M41L, D67N, K70R, L210W, T215F/Y y K219Q/E), que no
presentan un gran impacto en la capacidad replicativa, con excepcion de la mutacion L210W
(Harrigan y col., 1996; Harrigan y col., 1998); y las mutaciones que discriminan nucle6tidos
como M184V, K65R, L74V y K70E que presentan una pérdida significativa del fitness viral,
como consecuencia de una baja procesividad de la RT (Back y col., 1996; Sharma y
Crumpacker, 1997; Miller y col., 1998; Sharma y Crumpacker, 1999; White y col., 2002).
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Introduccién

Se ha aceptado que en general las mutaciones de la RT reducen el fitness en menor
medida que las de la PR. Probablemente porque muchas de las mutaciones que confiere
resistencia en la RT estan alejadas del sitio de unién al ANTP como ocurre con los ITINN o el
AZT y d4T (TAMs). Sin embargo, hay pocos trabajos que hayan estudiado el impacto de la
PR o RT por separado (Bleiber y col., 2001; Weber y col., 2003). Ademaés, con la aparicion de
nuevos farmacos, que han aumentado la prevalencia de mutaciones que actian mediante
mecanismo de discriminacion de nucleétidos, y que parecen tener un mayor impacto sobre la
capacidad replicativa del virus, cobra mayor interés poder analizar la capacidad replicativa de
cada una de estas proteinas individualmente. Este es el caso de mutaciones como K65R, que
se han analizado individualmente y en combinacién con otras mutaciones como M184V,
K70E o L74V, donde se ha observado una gran pérdida de capacidad replicativa, debido a una
baja procesividad de la RTkesrmmisav Y RTkesrikzoe (White y col., 2002; Kagan y col., 2007), o
escasa capacidad para usar nucleotidos naturales de la RTgsri7av (Deval y col., 2004). Sin
embargo, el cambio K65R no se ha estudiado en combinacion con otras mutaciones, como
Q151M, con la que se ha encontrado una alta frecuencia de asociacion (Winston y col., 2002;
Valer y col., 2004; Winston y col., 2004; Segondy y col., 2005). El estudio del impacto en la
capacidad replicativa de esta asociacion constituye uno de los objetivos de este trabajo.
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Obijetivos

Los objetivos planteados en este trabajo son:

1. Desarrollar un modelo basado en la generacion de virus recombinantes en el

gen pol para el estudio fenotipico de aislados virales de pacientes con infeccion por el
VIH-1.

2. Aplicar esta tecnologia a los siguientes aspectos de interés clinico:

2.1. Resistencia fenotipica a antirretrovirales.

2.2. Estudio de los efectos sinérgicos y antagonicos de combinaciones de
dos inhibidores analogos a nucleétidos.

2.3 Estudio de la -capacidad replicativa de virus resistentes a
antirretrovirales.

3. Analizar la capacidad replicativa de virus portadores de la mutacion de
resistencia Q151M de forma aislada o en combinacién con la mutacion KG65R.
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Materiales y Métodos

1. CELULAS PROCARIOTICAS.

1.1. Cepas.

Se han utilizado las cepas competentes de Escherichia coli XL1-Blue [recAl, endAl,
gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relAl, lac [FproAB, lacl%ZAM15 Tn10 (tet')]], y DH5a [F,
®80dlacZAM15, A(lacZY A-argF), U169, recAl, endAl, hsdR17(rx-, mg+), phoA, supE44, A
, thi-1, gyrA96, relAl], suministradas por Stratagene e Invitrogen respectivamente. La
primera se utilizd para los experimentos de mutagénesis dirigida, y la segunda para el clonaje

y crecimiento rutinario de plasmidos.

1.2. Transformacién y medios de cultivo.

Las ceélulas se transformaron por choque térmico siguiendo el protocolo y las
recomendaciones del fabricante, y se crecieron en medio LB segln se describe en Sambrook y
col. (1989). Los cultivos bacterianos se conservaron a -70° C en el mismo medio de

crecimiento con glicerol al 20%.

2. ACIDOS NUCLEICOS.

2.1. Purificacién de ADN.
2.1.1. Purificacion de ADN plasmidico.

Los plasmidos se han purificado a partir de cultivos bacterianos de 5, 100 o 500 ml, segun
se tratara de mini, midi o maxipreparaciones, utilizando las columnas “Wizard Plus SV
Minipreps” (Promega), “Qiagen-tip 100” (Qiagen) o “Qiagen-tip 500" (Qiagen)
respectivamente. Este método combina la lisis alcalina (Birnboim y Doly, 1979), con la
purificacion a través de columnas de intercambio anidnico.

2.1.2. Purificacion de fragmentos de ADN.

Los fragmentos de ADN, obtenidos mediante PCR o restriccion, se purificaron de geles de
agarosa (Nusieve, Cambrex) mediante cartuchos para extraccién rapida GFX™ PCR DNA
and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare).
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2.1.3. Purificacién de ADN celular.

El ADN celular se purifico con el kit “Qiamp DNA blood Mini kit” (Qiagen) siguiendo el
protocolo suministrado por el fabricante.

2.2. Tratamiento con enzimas y clonaje.

La manipulacion del ADN para el clonaje se llevo a cabo siguiendo la metodologia
descrita en Sambrook y col. (1989). Las enzimas de restriccion y modificacion del ADN se
utilizaron segun las indicaciones del fabricante. Para las ligaciones se empled la ligasa de
ADN del fago T4 (New Englands Biolabs) en el tampon suministrado por el proveedor,
durante 16 horas a 16° C.

2.3. Mutagénesis dirigida.

Los cambios puntuales en la secuencia del vector pNL4-3 se introdujeron mediante el
sistema de mutagenesis in vitro “QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit” de Stratagene.
Este método se basa en la amplificacion mediante PCR de un plasmido molde con dos
oligonucleétidos complementarios a las cadenas opuestas del vector y que incluyen las
mutaciones de interés. Las reacciones de mutagénesis se llevaron a cabo en 50 pl de un
tampon Tris-HCI 20 mM, pH 8.8, que contenia KCI 10 mM, (NH4)2,SO4 10 mM, MgSO, 2
mM, Triton X-100 al 0.1%, seroalbumina libre de nucleasa (BSA) al 0.1 mg/ml, 125 ng de
cada oligonucleodtido mutagénico, 50 ng de plasmido molde, dNTPs a una concentracion de
500 uM cada uno y 2,5 unidades de la ADN polimerasa Pfu Turbo. Las muestras se
desnaturalizaron a 95° C durante 30 segundos y a continuacion se realizaron 18 ciclos de 30
segundos de desnaturalizacién a 95° C, 1 minuto de unién a 55° C y 2 minutos de extension a
68° C por kb del plasmido molde. Este producto se traté con 10 U de la endonucleasa Dpn |
especifica para ADN metilado durante 1 hora a 37° C. Durante este paso se produce la
degradacion de las cadenas molde que se encuentran metiladas. De esta manera la mayor parte
del ADN presente en la muestra procede de las cadenas sintetizadas in vitro, y por tanto
contendré las mutaciones introducidas en los oligonucledtidos. A continuacién, se transformé
1 pl del producto de la reaccion anterior en las células competentes E. Coli “XL1-Blue
Supercompetent cells”. Dada la alta eficacia del proceso, se seleccionaron 6 colonias por

reaccion y se secuenciaron para comprobar la presencia de la mutacion.
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2.4. Secuenciacion.

Las reacciones de secuenciacion se llevaron a cabo utilizando el kit de secuenciacion “Big
Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction” (Applied Biosystems), basado en el
meétodo de terminacion de cadena con dideoxinucledtidos descrito en Sanger y col. (1977).
Las muestras se desnaturalizaron a 96° C durante 1 minuto y a continuacién se realizaron 25
ciclos de: 10 segundos de desnaturalizacion a 96° C, 10 segundos de union a 50° C y 4
minutos de extension a 60° C. Las reacciones de PCR se resolvieron en el servicio de
secuenciacion del ISCIII mediante un secuenciador automatico ABI 3700 DNA Analyzer

(Applied Biosystems).

2.5. Plasmidos.

-pNL4-3. Clon recombinante de las cepas NY5 (5) y LAV (3’) que contiene el genoma
completo del VIH-1 y genera una progenie infecciosa tras su infeccién en numerosas lineas
celulares y también en linfocitos (National Institutes of Health AIDS Research and Reference
Reagent Program, nimero de catalogo 3418) (Adachi y col., 1986).

-pNL4.3LucR-E-. Clon proviral derivado del anterior que contiene el gen de la
luciferasa de luciérnaga inserto en el gen nef (National Institutes of Health AIDS Research
and Reference Reagent Program, nimero de catalogo 3418) (Connor y col., 1995; He y col.,
1995). Posee dos cambios del marco de lectura (5’ Env y vpr aa 26) que hacen que no exprese
el gen env ni vpr, por lo que requiere la coexpresion de alguna envuelta viral para generar

virus infecciosos de ciclo Unico.

-pcDNA3-VSV. Cedido por el Dr. Arenzana (Instituto Pasteur, Paris, Francia). Plasmido
que expresa la glicoproteina G del Virus de la estomatitis vesicular (VSV) (Oberlin y col.,
1996).

-pHXBNPLAP-IRES-N". Se trata de un clon infectivo modificado a partir del plasmido
HXB2 que expresa el gen de la fosfatasa alcalina de placenta humana (PLAP) bajo la fase de
lectura del gen nef. Esta construccién recupera la expresion de Nef gracias a la introduccién
de un sitio de reconocimiento interno del ribosoma (IRES) del virus de la encefalomiocarditis
(EMCV), seguido de los 34 amino&cidos del extremo 5 de Nef que habian sido delecionados
(National Institutes of Health AIDS Research and Reference Reagent Program, ndimero de
catalogo 3610) (Cheny col., 1996).
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-pRL-TK. Plasmido de expresion que contiene el gen codificante para la proteina
Renilla luciferasa (Promega, nimero de catalogo 3418). Este gen, que se aislé de la medusa
Renilla reniformis (Lorenz y col., 1991), codifica una proteina monomérica de 36kD que no
requiere modificaciones post-traduccionales para ser activa, y que por tanto, puede utilizarse
como gen marcador (Matthews y col., 1977).

2.6. Construccion de vectores provirales con genes indicadores.

Se han disefiado y construido vectores portadores de genes indicadores luciferasa a partir
de un clon modificado del vector pNL4-3, donde se ha introducido mediante mutagénesis
dirigida una diana de restriccion Notl (nt 8797) en el extremo 5’ de la region codificante del
gen nef. Para ello, en un primer paso se construyo el plasmido pCDNA3NLgam/xno mediante el
clonaje del fragmento BamHI-Xhol (nt 8465-8887) de pNL4-3, en las mismas dianas de
pcDNA3.1/Zeo(+) (Invitrogen) (figura 7). Este plasmido se utilizd como molde para
introducir la diana de restriccion Notl mediante mutagénesis dirigida usando los
oligonucleétidos mut-4.3Not-Up and mut-4.3Not-Down (tabla 4). Finalmente, el fragmento
BamHI-Xhol se clon6 en los mismos sitios de restriccion del pNL4-3 y se confirmd la

presencia de la diana de restriccién Notl mediante secuenciacion.

gag | wvif | | tat || vpu | E nef
Cor | pol | vpr O eny. Genoma VIH
rev.

5743

2006
8465
8887

pNL 4-3

Apal Eco RI Bam HI Xho |

pBlue-NL-A/E

ﬂ34'5

Apal Age | Eco RI

4;— PCDNA-NL-B/X

Bam HI  Xho |
Figura 7. Vectores de subclonaje. En el esquema se representa el genoma completo del VIH-1, y los plasmidos

a partir de los cuales se han construido los diversos mutantes. En cada uno se indica las dianas de restriccion
empleadas y la posicién que ocupan.
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Esta construccion, denominada pNL4-3Notl permite la expresion de genes indicadores
clonados bajo la fase de lectura del gen nef. A continuacidn se detallan los diferentes vectores
provirales con genes indicadores construidos en este proyecto (figura 8).

2.6.1. pNL4-3Luc.

Esta construccion se generd sacando el gen de la Luciferasa de luciérnaga del plasmido
pNL4-3.Luc.R-E- con las enzimas de restriccién Notl y Xhol, y clonandolo en los mismos
sitios del vector pNL4-3Notl.

2.6.2. pNL4-3LuclRESnNef.

Para la construccion de este vector subclonamos el fragmento Notl-Xhol del plasmido
pHXBNPLAP-IRES-N+, que incluye el gen de la fosfatasa alcalina de placenta humana
(PLAP) seguido de un sitio de reconocimiento interno del ribosoma (IRES) del virus de la
encefalomiocarditis (EMCV) y los 34 aminoacidos del extremo 5’ de Nef que habian sido
deleccionados, en el vector pBluescript 11 SK(-) (Stratagene). A continuacién se sustituyo el
gen PLAP por el gen de la Luciferasa de luciérnaga. Para ello el gen de la Luciferasa de
luciérnaga se amplifico mediante PCR del pldésmido pNL4-3.Luc.R-E- con los
oligonucleétidos Not-Luc-Up y EcoRI-Luc-Down (tabla 4), se digiri6 con Notl y
parcialmente con EcoRI y se ligo en los mismos sitios de restriccion del vector de subclonaje.
Finalmente, el fragmento Notl-Xhol se devolvio al plasmido pNL 4-3Notl.

| Luc |
Luc LIRES |nef |

e~
- RRTS

~

gag i ltatll\/rl)_gj [ [Coef

TR l pol | [vor env |
e g

- Not 1

Figura 8. Vectores provirales con genes indicadores. Representacion esquematica de los vectores provirales
con genes indicadores pNL4-3Luc, pNL4-3LuclRESnef y pNL4-3Ren. El fragmento Notl-Xhol del gen nef se
sustituyo por el gen de la Luciferasa de luciérnaga (Luc), el gen de la Luciferasa de luciérnaga seguido de un
sitio de reconocimiento interno del ribosoma (IRES) del virus de la encefalomiocarditis (EMCV) y los 34
aminoacidos del extremo 5’ de Nef que habian sido delecionados, y el gen Renilla luciferasa respectivamente.

2.6.3. pNL4-3Ren.

Este vector se generd sustituyendo el gen nef por el gen Renilla Luciferasa. EI gen Renilla
Luciferasa se amplificdé mediante PCR del plasmido pRL-TK con los oligonucleétidos Not-
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Ren-Up and Xho-Ren-Down (tabla 4) que incluyen las dianas de restriccién Notl y Xhol
respectivamente. A continuacion se digirié el producto de PCR con las enzimas Notl y Xhol y
se clond en los mismos sitios del plasmido pNL 4-3Notl.

2.6.4. pNL4-3Ren.R-E-.

Esta construccion se generd clonando el gen Renilla Luciferasa en el plasmido pNL4-
3.Luc.R-E-. El gen Renilla Luciferasa se extrajo del plasmido pNL4-3Ren mediante digestién

con las enzimas Notl y Xhol, y se clon6 en los mismos sitios del vector pNL4-3.Luc.R-E-.

Tabla 4. Oligonucleétidos utilizados en la modificacion y construccion de virus

recombinantes.

Nombre

Oligonucledétido
(5'-3")

Funcion

mut-4.3Not-Up
mut-4.3Not-Down

Not-Luc-Up

EcoRI-Luc-Down

Not-Ren-Up

Xho-Ren-Down

mut-Nco-Up

mut-Nco-Down

Apa-LacZ-Up
Age-LacZ-Down
Nco-LacZ-Up
Nco-LacZ-Down
27-pol-Up
28-pol-Down
RT-Nco-Up

Pr-Nco-Down

GCTATAAGATGGGTGGCGCGGCCGCAAAAAGTAGTGTGATTGG
CCAATCACACTACTTTTTGCGGCCGCGCCACCCATCTTATAGC

GGAAAGGATTTTGCTATAAGATGGGTGGCGCGGCCGC
GGAATTCGTCGAGTTACAATTTGGACTTTCCGCCCTTCTTGGCC

ATAAGAATGCGGCCGCTACTTCGAAAGTTTATGATCCAGAAC
CCGCTCGAGTTATTGTTCATTTTTGAGAACTCGCTC

CCAGTAAAATTAAAGCCAGCCATGGATGGCCCAAAAG
CTTTTGGGCCATCCATGGCTGGCTTTAATTTTACTGG

GCAGGGCCCGCGCCCAATACGCAAACCGCCTC
CATGTACCGGTGCCATTCGCCATTCAGGCTGCGC
CATGCCATGGGCGCCCAATACGCAAACCGCCTC
CATGCCATGGGCCATTCGCCATTCAGGCTGCGC

GCCAAAAATTGCAGGGCCCCTAGGA
GATGGGTCATAATACACTCCATGTACCGGTTC
CATGCCATGGATGGCCCAAAAGTTAAACAATGGCC
CATGCCATGGCTGGCTTTAATTTTACTGGTACAGTC

Mutagénesis Not |

Amplificacion gen
Luciferasa

Amplificacion gen
Luciferasa de Renilla

Mutagénesis Nco |

Amplificacion del gen
lacZ para mutantes de
delecion de pol, PRy
RT

Amplificacion de las
secuencias pol, PRy
RT de virus de
pacientes

En la columna de la izquierda se indica el nombre y en la de la derecha la funcién para la que se han usado. Los

nucledtidos subrayados corresponden a la diana de restriccion.

2.7. Construcciéon de mutantes.

2.7.1. Modificaciones del vector pNL4-3Ren.
2.7.1.1. pNL4-3Nco-Ren.

Vector derivado del pNL4-3Ren en el que se ha introducido un sitio de restriccion Ncol en
el aminodcido 15 de la retrotranscriptasa, dando lugar a un cambio de Glycina por Alanina,
para permitir el clonaje de los genes de la PR y la RT por separado. En un primer paso se

elimind el Gnico sitio de restriccién Ncol del plasmido pNL4-3Ren, que se encuentra fuera de
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la secuencia codificante del virus. Para ello se digiri6 con Ncol, se rellenaron los extremos
cohesivos con el fragmento Klenow de ADN polimerasa | (GE Healthcare) y se religaron,
dando lugar al pldsmido pNL4-3Ren(Nco-). A continuacion construimos el plasmido
pBluescript-NLApa/Eco mediante el clonaje del fragmento Apal-EcoRI (nts 2006-3485) de
pNL4-3, en las mismas dianas de pBluescript Il SK(-) (Stratagene). Este plasmido se utiliz6
como molde para introducir la diana de restriccion Ncol mediante mutagénesis dirigida
usando los oligonucledtidos mut-Nco-Up y mut-Nco-Down (tabla 4). Finalmente, el
fragmento Apal-Agel se devolvié al pNL4-3RenNco- y se confirmo la presencia de la diana
de restriccion Ncol mediante secuenciacion.
2.7.1.2. Mutantes de delecién de pNL4-3Ren (defectivos en pol, PRy RT)

Para evitar la interferencia que podria ocasionar el arrastre de secuencias salvajes, se
construyeron tres vectores a partir del plasmido pNL-Nco-Ren en el que se deleccionaron los
genes de la proteasa y la transcriptasa inversa de forma conjunta o separada. Para ello, se
sustituyeron los fragmentos Apal/Agel, Apal/Ncol y Ncol/Agel por el extremo amino-
terminal del gen lacZ. El fragmento Apal/Agel incluye los sitios de procesamiento p7/p1/p6
de gag, el gen de la proteasa completo y los 312 primeros aminoacidos del gen de la
retrotranscriptasa. El gen LacZ se amplificd mediante PCR del pldsmido pUC18 (Invitrogen)
con los oligonucle6tidos Apa-LacZ-Up/Age-LacZ-Down, Apa-LacZ-Up/Nco-LacZ-Down y
Nco-LacZ-Up/Age-LacZ-Down (tabla 4) que incluian los sitios de restriccién Apal/Agel,
Apal/Ncol y Ncol/Agel respectivamente. A continuacion se digirieron los productos de PCR
con las enzimas correspondientes y se clonaron en los mismos sitios del plasmido pNL4-
3Nco-Ren. Los plasmidos generados que se caracterizan por tener deleccionados el gen pol
completo, la proteasa o la retrotranscriptasa se denominaron pNL4-3LacZ/polRen, pNL4-
3LacZ/PRRen y pNL4-3LacZ/RTRen respectivamente (figura 9).

- o~

vit] [Tatvpu) | | [Te
ol Lvpr | | env |
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Apal Age | ' Not |
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Figura 9. Vectores de delecién para la construccién de virus recombinantes. Representacion esquematica de
los vectores de deleccién pNL4-3LacZ/polRen, pNL4-3LacZ/PRRen and pNL4-3LacZ/RTRen. A partir del
pNL4-3Ren se introdujo un sitio de restriccion Ncol en el aminoacido 15 de la retrotranscriptasa y se
sustituyeron los genes de la proteasa y la transcriptasa inversa de forma conjunta o separada por el extremo
amino-terminal del gen lacZ.

35



Materiales y Métodos

2.7.2. Mutantes puntuales de la RT.

Con objeto de estudiar el impacto de ciertas mutaciones de resistencia sobre la capacidad
replicativa del VIH-1 se construyeron una serie de mutantes puntuales en la region codificante
de la RT. Las reacciones de mutagénesis se llevaron a cabo utilizando como molde el
plasmido pBluescript-NLApa/Eco. Una vez construidas, las mutaciones puntuales se
introdujeron en los plasmidos pNL4-3 o pNL4-3Ren mediante la sustitucion del fragmento
Apal/Agel por el correspondiente del mutante en pBluescript-NLApa/Eco. Los plasmidos con
las diferentes mutaciones se confirmaron mediante secuenciacion. En la tabla 5 se resume las
diferentes mutaciones introducidas mediante el codigo de una letra. La mutacion indica el

aminoécido mutagenizado de la RT, seguido de la posicion y el nuevo residuo insertado.

Tabla 5. Mutaciones puntuales de la retrotranscriptasa.

Mutacién Oligonucleétido Codé_n Codoén
(5'->3%) salvaje mutado
A62V CCATACAATACTCCAGTATTTGICATAAAGAAAAAAGACAGTAC GCC GTC
K65R CTCCAGTATTTGCCATAAAGAGAAAAGACAGTACTAAATGGAG AAA AGA
S68G GCCATAAAGAAAAAAGACGGTACTAAATGGAGAAAATTAGTAG AGT GGT
GTA ATA
V751+F77L CTAAATGGAGAAAATTAATAGATCTCAGAGAACTTAATAAGAGAAC

TTC CTC

F116Y GGATGTGGGCGATGCATATTATTCAGTTCCCTTAGATAAAGAC TTT TAT
Q151L CAGTACAATGTGCTTCCACTIGGGATGGAAAGGATCACCAG CAG CTG
Q151M CAGTACAATGTGCTTCCAATGGGATGGAAAGGATCACC CAG ATG
M184V CCAGACATAGTCATCTATCAATACGTAGATGATTTGTATGTAGG ATG GTA
M2301 CCTCCATTCCTTTGGATAGGTTATGAACTCCATCC ATG ATA

Oligonucledtidos utilizados para las reacciones de mutagénesis, con los cambios puntuales subrayados,
correspondientes a la hebra codificante. En la columna de la izquierda se indican los aminoacidos mutagenizados
de la RT, segin la secuencia de NL4-3, seguidos de las posiciones y los nuevos residuos insertados. Para la
introduccién de dichas mutaciones se utilizaron dos oligonuclettidos, el descrito y otro complementario a éste.

2.8. Construccion de vectores provirales recombinantes.
2.8.1. Purificacion de ARN viral.
Para la extraccién del ARN viral, a partir del plasma de pacientes, se emple6 el “HIV
Simple Prep Module” (Applied Biosystems). Las particulas de VIH se aislaron de cada
muestra de plasma (500 pl) mediante centrifugacion a 23.500 g durante una hora a 4° C. A
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continuacion, se lisaron con 600 pl de Tampdn de lisis durante 10 minutos para liberar el
ARN viral. Se precipitaron con isopropanol puro y se lavaron con etanol al 70%
centrifugando a 13000 g durante 15 y 5 minutos respectivamente. Finalmente, se
resuspendieron en diluyente de ARN y se conservaron a -80° C.

2.8.2. Amplificacion de las secuencias codificantes pol, PRy RT.

El ARN de VIH-1 extraido del plasma se empleé como molde para obtener el ADNc. Para
la reaccion de transcripcion inversa se afiadieron 10 pl del ARN viral a una mezcla de
reaccion que incluia HIV RT Mix (8 ul), un inhibidor de ribonucleasas (1 pl), DTT 100mM
(0.4 pl) y la transcriptasa inversa de MuLV (1 pl). Se proceso a 42° C durante 60 minutos y,
posteriormente, se desnaturalizd la enzima a 99° C durante 5 minutos. A partir del ADNc
obtenido se amplificé mediante PCR un fragmento de 1,8 kb correspondiente al gen de la
proteasa y el extremo 5’ del gen de la transcriptasa inversa. Para la reacciéon de PCR se
emplearon los 20 pl del producto de la transcripcion inversa y 30 pl de una mezcla que
contiene HIV PCR MIX (29.5 pl), AmpErase UNG y AmpliTaq Gold. La reaccion se llevo a
cabo con el siguiente programa: 50° C durante 10 minutos para activar la AmpErase UNG,
seguidos de 12 minutos a 93° C para activar AmpliTaq Gold, a continuacion, cuarenta ciclos
consistentes cada uno en 93° C durante 20 segundos para desnaturalizar el ADN, 64° C
durante 45 segundos para la unién del iniciador y 66° C durante 3 minutos de extension;
finalmente 10 minutos a 72° C de extension final (Viroseq HIV-1 genotyping System,
Applied Biosystems). Para asegurar una buena representatividad se realizaron diluciones al
1/10 del ARN extraido y se verificd su amplificacion siguiendo el mismo protocolo.

Para amplificar los fragmentos correspondientes al gen pol o los genes de la PR y la RT
por separado, se realizd una segunda reaccion de PCR usando “Expand high fidelity PCR
system” (Roche), 10 ng de la primera reccion de PCR vy las parejas de oligonucledtidos 27-
pol-Up/28-pol-Down, 27-pol-Up/Pr-Nco-Down y RT-Nco-Up/28-pol-Down que incluian las
dianas de restriccion para su posterior clonaje. Las muestras se desnaturalizaron a 94° C
durante 5 minutos y a continuacion se realizaron 35 ciclos de 30 segundos de
desnaturalizacion a 94° C, 1 minuto de union a 50° C y 2 minutos de extension a 72° C.
Después se afiadieron 10 minutos de extension final.

2.8.3. Clonaje y analisis genético.

Los productos de PCR se digirieron con las enzimas Apal/Agel (pol), Apal/Ncol (PR) y
Ncol/Agel (RT) y se clonaron en los mismos sitios de los vectores provirales pNL4-
3Lacz/polRen, pNL4-3Lacz/PRRen y pNL4-3Lacz/RTRen respectivamente. A continuacién
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las diferentes ligaciones se transformaron en bacterias competentes y sélo las reacciones que
presentaban una alta eficacia, por encima de las 200 colonias y menos de un 5% de religados,
se crecieron y purificaron como se describe en el apartado 2.1.1. Finalmente, todas las
construcciones se secuenciaron mediante el sistema “BigDye Terminador” empleando siete
iniciadores especificos. Los siete fragmentos secuenciados se ensamblaron con el programa
HIV-1 Genotyping Software package v2.6 (Celera Diagnostics), para obtener una secuencia
Unica continua que corresponde al gen completo de la PR y a los 320 primeros aminoacidos
de la RT. Una vez revisadas y editadas las secuencias manualmente, el programa informa de
todas las mutaciones presentes en la secuencia en comparacion al pNL4-3. Para confirmar los
datos obtenidos por este sistema las secuencias se analizaron e interpretaron usando la base de
datos de la Universidad de Standford (http://hivdb.stanford.edu/pages/algs/HIVdb.html).

RT-PCR
S R
Plas ma VIHARN ADN \ PCR

.
Secuencias
[ e

Ligacion
»200 colonias # Clonaje
» Religados < 5% -

o D O TE

| Lvpr] | env

Figura 10. Esquema representativo del proceso de construccion de los virus recombinantes.

3. CELULAS EUCARIOTICAS.

3.1. Lineas celulares y medios de cultivo.

En este trabajo se ha utilizado: 293T, MT-2 y células mononucleares de sangre periférica
(PBMC).

-293T, linea celular derivada de fibroblastos de rifion embrionario humano
inmortalizada con adenovirus 5 y que expresa el antigeno mayor T de SV40 (DuBridge y col.,
1987).
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-MT-2, linea celular derivada de linfocitos CD4 transformados con el virus de la
leucemia de células T de tipo | (HTLV-I) (Haraday col., 1985; Haertle y col., 1988).

-Las células mononucleares se aislaron a partir de sangre de donantes sanos. La
purificacion se realiz6 mediante centrifugacion (800 g, 30 minutos, 22° C) en un gradiente de
densidad Ficoll-Hypaque (Lymphoprep, BioWhitaker) con la sangre diluida al 50% en
tampon fosfato salino (PBS; CINa 150 mM, pH 7.2). La fase que contenia la fraccion de
celulas mononucleares (linfocitos, monocitos y células NK) se recogio y lavo tres veces
mediante centrifugacion (480 g, 10 minutos, 24° C) en PBS para eliminar al maximo las
plaguetas. Finalmente, las células se trataron con tampdn de lisis para eritrocitos (RBL,
Sigma), se lavaron en PBS y se cultivaron en medio completo a una concentracién de 1x10°
células/ml en presencia de PHA (5 pg/ml, Sigma-Aldrich) e IL-2 (300 1U/ml, Chiron) durante
48 h.

Las células MT-2 se cultivaron a 3 x 10° células/ml en medio de cultivo RPMI-1640
(BioWhitaker), y las 293T en DMEM (BioWhitaker). Ambos medios se suplementaron con
20 mM de L-glutamina (BioWhitaker), una mezcla de antibiéticos que contenia 100 U/ml de
penicilina y 100 ug/ml de estreptomicina (BioWhitaker), y 10% de suero de ternera fetal
(STF, BioWhitaker). Los cultivos se mantuvieron a 37° C y en atmdésfera del 5% de CO.. La
concentracion y viabilidad celular se valoraron en microscopio invertido mediante exclusion

del azul tripan (Sigma).

3.2. Transfeccidn de células eucarioticas con fosfato célcico.

El dia anterior a la transfeccién monocapas subconfluentes de células 293T se trataron con
Tripsina + EDTA (GIBCO), se lavaron con medio completo y se sembraron 5 x 10° células en
3 ml de medio por pocillo en una placa de 6 pocillos (Falcon). Cinco minutos antes de la
transfeccion se afadieron 4ul de cloroquina (25 mM, Sigma) por pocillo. La mezcla de
transfeccion se prepar6 en las proporciones y en el orden indicado: sobre 10ug de ADN se
afiadié agua hasta un volumen de 439 ul para resuspender el ADN. A continuacién, se
echaron 61 ul de CaCl, 2M gota a gota y se agito para evitar que se formara un precipitado.
Finalmente se mezcl6 suavemente con 500ul de HBS 2x y se sometié a burbujeo durante 15
segundos. Inmediatamente después se recogid la mezcla con la pipeta y se afiadié gota a gota
sobre los pocillos. Después de 8 horas se cambid el medio y se afiadieron 3 ml de medio

fresco por pocillo. Este mismo proceso se realizé a las 24 horas de la transfeccion. A las 48

39



Materiales y Métodos

horas se recogieron los sobrenadantes, se centrifugaron a 240 g durante 5 minutos para retirar

posibles restos celulares, y se almacenaron a —80° C.

4. PROTEINAS.

4.1. Preparacion de extractos celulares.

Se utilizaron aproximadamente 2 x 10° células 293T por punto experimental recogidas a
las 48 horas de la transfeccion. Las células se lavaron en PBS y en tampdn A (Hepes 10 mM
pH 8, KCI 10 mM, MgCl, 15 mM y DTT 1 mM), se resuspendieron en 20 pl de tampén C
(Hepes 20 mM pH 8, NP-40 0.1%, glicerol 25%, NaCL 420 mM, KCI 10 mM, MgCl; 1.5
mM, EDTA 0.2 mM, leupeptina 0.5 pg/ml, pepstatina 0.5 pg/ml, aprotinina 0.5 pg/ml, PMSF
1 mMyDTT 1 mM), se dejaron lisar durante 15 minutos a 4° C y se centrifugaron a 4.062 g
durante 10 minutos a 4° C. El sobrenadante obtenido se diluy6 en tampdon D (Hepes 20 mM
pH 8, glicerol 20%, KCI 50 mM, EDTA 0.2 mM, leupeptina 0.5 pg/ml, pepstatina 0.5 pg/ml,
aprotinina 0.5 pg/ml, PMSF 1 mM y DTT 1 mM) en funcién de la concentracién final de

proteina deseada.

4.2. Valoracién de la concentracion de proteinas.

La concentracion de proteinas se determind mediante la reaccion de Bradford (Biorad)
(Bradford, 1976).

4.3. Western-blot (WB).

Se migraron 10 pg de extractos obtenidos de células 293T en un gel de poliacrilamida-
SDS al 10%. Los geles se transfirieron a membranas PVDF (SIGMA-Aldrich) previamente
incubadas 5 minutos en metanol mediante un aparato de electrotransferencia (Pharmacia)
usando un tampén de transferencia (glicina 20 mM, Tris-base 150 mM y metanol 20%). Las
membranas se saturaron por incubacion a 37° C durante una hora con leche en polvo al 5% en
PBS/Tween-20 0.1%. Tras la saturacion, las membranas se incubaron con un anticuerpo
monoclonal dirigido frente a Nef cedido por el Dr. Olivier Schwartz (Instituto Pasteur, Paris,
Francia). Después de tres lavados de 5 minutos con PBS/Tween-20 0.1%, se incubaron con
anticuerpos anti-inmunoglobulinas de raton unidos a peroxidasa durante una hora a 37° C.

Posteriormente se realizaron tres lavados de 5 minutos con PBS/Tween-20 0.1%. La
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deteccion de las interacciones antigeno-anticuerpo se realiz6 mediante el sistema de
quimioluminiscencia “SuperSignal WestPico Chemiluminescent Substrate” (Pierce) vy
exposicion a pelicula fotogréfica (Hyperfilm ECL, GE HELTHCARE).

5. VIRUS.

5.1. Titulacion de virus.

5.1.1. Titulacion por actividad luciferasa.

En placas de 96 pocillos de fondo redondo (Nunc) se sembraron 5 x 10* células MT-2, o
10° PBMCs en presencia de IL-2, por pocillo y se infectaron con distintas diluciones de los
stocks virales en un volumen final de 200 ul. Las infecciones se mantuvieron a 37° C en
atmosfera del 5% de CO,. A las 24, 48 o 72 horas de la infeccion se determiné la actividad
luciferasa con los sistemas “Luciferase Assay System” o “Renilla Luciferase Assay System”
(Promega) siguiendo las recomendaciones del fabricante segln se tratara de la Luciferasa de
luciérnaga o de la Renilla luciferasa respectivamente. Las células se lisaron en 100 ul del
tampon de lisis durante 5 minutos a 4° C. La actividad luciferasa de estos extractos celulares
se valor6 introduciendo 50 pl del lisado celular en un luminémetro de placa (Orion, Berthold)
programado para inyectar 50 pl de sustrato. Este valor nos proporciona las unidades relativas
de luz (RLUSs) por ul de stock viral a las 24, 48 o 72 horas de infeccion en células MT2 o
PBMC:s.

5.1.2. Titulacion por efecto citopatico.

En placas de 96 pocillos de fondo plano (Becton Dickinson) se sembraron 2 x 10* células
MT?2 por pocillo en presencia de diluciones seriadas de cada stock viral. Al cuarto dia se
retiraron 100 pl del cultivo y se sustituyeron por medio fresco. Finalmente, se analizd el
efecto citopético (CPE) al séptimo dia y se determind la dosis infectiva para el 50% del
cultivo celular (CCIDsp) por el método de Reed y Muench (Reed y Muench, 1938).

5.2. Determinacion de la sensibilidad a antirretrovirales.

5.2.1. Antirretrovirales.

A continuacidon se describe la lista de farmacos utilizados y sus respectivos proveedores:
Zidovudina (AZT, ZDV), Lamivudina (3TC), Abacavir (ABC) y Amprenavir (APV),
GlaxoSmithKline; Stavudina (d4T), didanosina (ddl) y Efavirenz (EFV), Bristol-Myers
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Squibb; Tenofovir (TDF, PMPA), Gilead Sciences, Inc.; Nevirapine (NVP), Boehringer
Ingelheim; Indinavir (IDV), Merck Sharp; Ritonavir (RTV), Abbott laboratories; Nelfinavir
(NFV) y Saquinavir (SQV), Roche Farma.

Los ITIANs (AZT, 3TC, d4T, ddl, ABC y TDF) y los ITINNs (EFV y NVP) se
resuspendieron en H,O a una concentracion de 10 mM. Los IPs (IDV, RTV, SQV, NFV y
APV) se resuspendieron en etanol al 50% a una concentracion de 1 mM. Una vez
resuspendidos se conservaron a -20° C.

5.2.2. Ensayos de susceptibilidad a antirretrovirales.

Los virus necesarios para los ensayos de susceptibilidad a antirretrovirales se generaron
transfectando células 293T con las construcciones de virus recombinantes previamente
purificadas. Para medir la susceptibilidad a los inhibidores de la proteasa, las células 293T se
trataron con tripsina 16-18 horas después de la transfeccion y se distribuyeron en placas de 96
pocillos de fondo plano (5x10* células/pocillo) en presencia de diluciones seriadas del
inhibidor correspondiente al rango de actividad de cada droga. Los virus generados en
presencia del inhibidor de la proteasa se recogieron a las 48 horas de la transfeccion y se
usaron para infectar células MT-2 (5 x 10* células/pocillo) en placas de 96 pocillos de fondo
redondo en ausencia de farmaco. Para medir la susceptibilidad a los inhibidores de la
transcriptasa inversa, los virus generados en ausencia de droga se recogieron a las 48 horas de
la transfeccién y se usaron para infectar células MT-2 (5 x 10* células/pocillo) en presencia de
diluciones seriadas del inhibidor, en placas de 96 pocillos de fondo redondo. Todas las
infecciones se realizaron por triplicado (figura 11).

A las 48 horas de la infeccion se analiz la replicacion viral midiendo la actividad
luciferasa en los extractos celulares como hemos descrito en el apartado 5.1.1. Los valores de
actividad luciferasa obtenidos se analizaron representando el porcentaje de inhibicion de la
actividad luciferasa ([1-(actividad luciferasa en presencia del farmaco / actividad luciferasa en
ausencia del farmaco)] x 100) frente al logaritmo en base 10 de la concentracion del farmaco.
Las curvas de inhibiciébn se obtuvieron mediante una ecuacién sigmoidea de cuatro
parametros (Y= a + [(b-a)/1+10"-°9¢"*"*"]) donde a es el valor de Y en el plateau inferior, b
el valor de Y en el plateau superior, y H el coeficiente de Hill, que define la pendiente de la
curva. A partir de estas curvas de inhibicion se calculd la concentracion inhibitoria 50 (Clso),
utilizando el programa GraphPad Prism version 2.01 (GraphPad Software). Para calcular los
cambios de sensibilidad a farmacos dividimos la Clso del virus mutado entre la Clso del virus
de referencia. Este valor, denominado fold de resistencia, determina el nimero de veces que

se incrementa la Clso de cada antirretroviral respecto al virus de referencia.
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Figura 11. Esquema del ensayo de susceptibilidad a antirretrovirales. Las particulas virales se producen
transfectando las células 293T con los plasmidos virales mediante fosfato céalcico. Después de la transfeccion se
recogen los sobrenadantes y se infectan las células diana MT-2. La replicacion viral se cuantifica midiendo la
actividad luciferasa en las células diana. La actividad de los inhibidores de la proteasa y de la transcriptasa
inversa se mide afiadiendo los primeros a las células transfectadas y los segundos a las células infectadas.

5.2.3. Andlisis del efecto sinérgico/antagonico de combinaciones de NRTIs.

Los virus necesarios para los ensayos de sinergia/antagonismo se generaron
cotransfectando en células 293T los plasmidos pNL4-3.Luc.R-E- (2 pg) y pcDNAs-VSV (8
Mg). Los pseudotipos virales generados en ausencia de droga se recogieron a las 48 horas de la
transfeccion y se usaron para infectar PBMCs (5 x 10* células/pocillo) en presencia de
diluciones seriadas en base 5 del inhibidor, de forma individual o combinada, en placas de 96
pocillos de fondo redondo y en presencia de IL-2. Antes de afiadir el virus las celulas se
incubaron en presencia del farmaco durante 2 horas. Las combinaciones de las drogas se
hicieron en una relacion molar fija y de igual potencia, teniendo en cuenta las ICs de cada
droga. A las 48 horas de la infeccion se analiz6 la replicacion viral midiendo la actividad
luciferasa en los extractos celulares como hemos descrito en el apartado 5.1.1. Los valores de
actividad luciferasa obtenidos se analizaron representando la fraccion afectada
(Fa=[(RLU.grg) — (RLU.grug)/ (RLU.aryg)]) frente a la concentracion del farmaco. Las curvas
de inhibicion de los farmacos por separado o en combinacion se obtuvieron segun la ecuacién
“median-effect” descrita por Chou y Talay (Chou y Talalay, 1984) [Fa=1/[1+(IC50/drug
concentration)™, donde m es la pendiente de la curva, mediante el programa Calcusyn
(Biosoft). La concentracion de fa&rmaco que genera una Fa del 50, 75 o 90% se denomina
dosis efectiva 50, 75 0 90 (EDsy, ED7s 0 EDg). El andlisis del efecto sinérgico, aditivo o
antagonico entre los NRTIs se realiz6 de acuerdo a la ecuacion del efecto de multiples drogas
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desarrollada por Chou y Talay (Chou y Talalay, 1984) con el mismo programa, que nos
proporciona el indice de Combinacién (Cl) a cada nivel de Fa. Esta ecuacion determina el
efecto aditivo de la combinacion de drogas (Cl=1) y define el sinergismo como un efecto
aditivo superior al esperado (Cl<1) y el antagonismo como un efecto aditivo menor al
esperado (CI>1). Los valores de CI se definieron como: >1.30 antag6nicos, 1.10-1.30
levemente antagdnicos, 0.90-1.10 aditivos, 0.70-0.90 levemente sinérgicos, <0.70 sinérgicos.
Las diferencias experimentales entre las diferentes combinaciones de fa&rmacos se analizaron
mediante un test no paramétrico (Mann-Whitney) usando el programa SPSS (v 13.0), donde
los valores de p < 0,05 se consideraron significativos.

5.2.4. Viabilidad celular.

Para valorar el efecto citotoxico de las concentraciones de farmaco administradas de
forma individual o combinada se utilizaron diferentes técnicas que describimos a
continuacion.

5.2.4.1. Ensayo de viabilidad celular por luminiscencia.

Las células, en presencia de las diferentes concentraciones del compuesto y en ausencia
de virus, se recogieron al mismo tiempo que los ensayos de susceptibilidad. La viabilidad
celular se valor6 mediante la cuantificacion de la actividad luciferasa con el sistema
“CellTiter-gol Luminescent cell viability Assay” siguiendo el protocolo suministrado por el
fabricante.

5.2.4.2. Ensayo clasico de infectividad mediante MTT

El ensayo de MTT se realizd segin el protocolo de Pauwels y cols. Células MT-2 (10*
celulas/pocillo) infectadas (100 CCIDs, de NL4-3) o sin infectar se sembraron en placas de 96
pocillos de fondo plano en un volumen final de 200 pl en presencia de las diferentes
concentraciones de farmaco. A los 7 dias post-infeccion, se valor6é la viabilidad celular
mediante la adiccion de MTT. Se afiadi6 20 pl de la solucién de MTT (7,5 mg/ml en PBS) a
cada pocillo y se incub6 1 hora a 37° C. EI MTT se reduce a formazéan por accion de las
enzimas mitocondriales de las células activas metab6licamente. La sal de formazéan, de color
amarillo, es insoluble en agua y precipita en forma de cristales. A continuacion se retiran
150ul de medio con cuidado, evitando arrastrar las células que contienen los cristales de
formazan. La solubilizacion de los cristales de formazén se realiza mediante la adicion de 100
pl Triton X-100 al 10% (V/V) en isopropanol acidificado (0,04 M HCI en isopropanol)
produciendose coloracion azul. La generacion de formazan es directamente proporcional al

namero de células que sobreviven a la presencia de las diferentes concentraciones del
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compuesto en células infectadas o no por el virus. Esta reaccion colorimétrica se valora por
espectrofotometria a una absorbancia de 540-690 nm, en un espectrofotometro computerizado
(Tecan Sunrise).

5.3. Determinacion de la capacidad replicativa.

Para medir el impacto de las mutaciones de resistencia sobre la capacidad replicativa se
utilizaron diferentes técnicas que describimos a continuacion:

5.3.1. Virus recombinantes.

La capacidad replicativa de los virus construidos, a partir de plasma de pacientes o por
mutagénesis dirigida, se analiz6 mediante una adaptacion del ensayo fenotipico de resistencia
a antirretrovirales descrito anteriormente. Se infectaron células MT-2 (5 x 10* células/pocillo)
con los stocks virales obtenidos de la transfeccion en células 293T. Las infecciones se
llevaron a cabo por triplicado en placas de 96 pocillos de fondo redondo y en un volumen
final de 200 pl. La actividad luciferasa obtenida en las células infectadas por varios mutantes
puntuales se midid a diferentes tiempos (24, 48, 72 horas) y se determind con el sistema
“Renilla Luciferase Assay” (Promega) segun se describe en el apartado 5.1.1. La proporcién
de actividad luciferasa producida por cada virus en comparacion al virus control NL4-3Ren
fue précticamente idéntica e independiente del tiempo de infeccién. Asi, la actividad
luciferasa se midi6 rutinariamente a las 48 horas de la infeccién, y se us6 como una medida
directa de la infectividad del virus. Para normalizar los valores de la infeccion, teniendo en
cuenta posibles diferencias en la eficacia de las transfecciones, se emplearon 3 métodos:
infectar con una dosis constante de proteina gag p24; normalizar después de la infeccion en
funcién de la cantidad de proteina gag p24 en el stock viral o normalizar después de la
infeccion en funcion de la actividad luciferasa obtenida en las células transfectadas. Los
valores de capacidad replicativa obtenidos con una bateria de mutantes puntuales de la RT,
resultaron précticamente idénticos independientemente del método de normalizacion
utilizado. Por este motivo, y teniendo en cuenta que las mutaciones en la proteasa pueden
afectar el buen procesamiento de gag en la produccion de p24 (Zennou y col., 1998), se usé la
actividad luciferasa obtenida en las células transfectadas como método principal de
normalizacién. La capacidad replicativa, expresada como porcentaje, se determiné
comparando la capacidad replicativa del virus mutante con la del virus de referencia. El
calculo se realiz6 de la siguiente manera: [1-(RLUvirus mutado X FCog3)/RLUVIrusWT] x
100. En esta ecuacion, FCygs, es el factor de correccion de la eficacia de transfeccion que
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viene determinado por la ecuacion: (RLU transfeccion virus mutado / RLU transfeccion virus
WT).
5.3.2. Cineticas de replicacion.

Para analizar la replicacion viral, se infectaron 10° células MT-2 0 4 x 10° PBMCs con
una dosis de 25ng o 2.5ng de proteina gag p24 segun se tratara de virus recombinantes
basados en el vector pNL4-3Ren o en el vector pNL4-3 respectivamente. Después de 3 horas
de adsorcion, las células se lavaron tres veces con PBS y se resuspendieron en medio
completo a 7.5 x 10* células/ml en el caso de las MT-2, y a 3 x 10° células/ml en el caso de
las PBMCs. Las PBMCs se preactivaron durante 48 horas con PHA e IL-2 y se mantuvieron
en presencia de IL-2 durante todo el ensayo. Durante una semana, se recogi6 diariamente un
mililitro de cultivo y se repuso con medio fresco. La replicacion viral se determind
cuantificando los niveles de proteina p24 en los sobrenadantes del cultivo mediante un ensayo
inmunoenzimatico (ELISA) para la deteccion del antigeno p24 (InnotestTM HIV Ag mADb,
Innogenetics), o la actividad luciferasa en los extractos celulares.

5.3.3. Ensayo de competicion.

Para confirmar la pérdida de capacidad replicativa de algunos mutantes, se realizaron
ensayos de competicion como se describe en Garcia-Lerma y cols. (Garcia-Lerma y col.,
2000). Previamente, se calcularon las CCIDsy de los stocks virales (apartado 5.1.2). A
continuacion, se prepararon combinaciones de las dos variantes virales a diferentes ratios para
infectar 3 x 10° células MT-2 a una MOI de 0.001 aproximadamente. Para asegurarnos de que
las dos variantes virales partian en la misma proporcion, se mezclé una cantidad fija de uno
de los virus (150 CCIDsp) con diferentes cantidades (75, 150 o 300 CCIDsp) del otro clon
viral. Al dia siguiente, se recogi6 un tercio de las células infectadas, se lavo con PBS y se
purifico el ADN celular. A partir de este ADN se amplifico el gen pol mediante una reaccion
de PCR con la pareja de oligonucleétidos 27-pol-Up/28-pol-Down como se describe en el
apartado 2.8.2., y cada mutacion se secuencié con un oligonucleétido (5°-3”) y con otro (3’-
5%) como se describe més adelante. Las infecciones que méas se aproximaron a una proporcion
50:50, se mantuvieron en cultivo y el resto se desecharon. Cada 5-6 dias, un nuevo cultivo de
2 x 10° células MT-2 se infectd con 200 pl de sobrenadante libre de células de la infeccién
anterior. Las células se recogieron al final de cada pase y se sometieron a un anélisis genético
como hemos descrito previamente para determinar la proporcién relativa de cada una de las
dos poblaciones virales que estdn compitiendo. La proporcion relativa de cada variante viral
se estimbé en funcién de la altura de los picos del electroferograma obtenido de la
secuenciacion del ADN celular (Kosalaraksa y col., 1999). Por ejemplo, igual altura de los
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picos indica una proporcion 50:50, y una altura de dos veces la del otro indica una proporcién
67:33. La altura de los picos se clasificaron en igual que o 1.25-, 1.5-, 2-, 2.5-, 3- 0 4-veces
mayor que el otro pico. Cada categoria corresponde aproximadamente a un 55, 60, 67, 70, 75,
0 80% de representacion de la muestra con el pico mas alto dentro de la mezcla. Poblaciones
menores al 20% dentro de la mezcla fueron dificiles de estimar por el fondo de las secuencias.
Todos los porcentajes se calcularon en funcion de los valores obtenidos con las dos
secuencias (5°-3") y (3’-5”). En el caso de los clones virales con més de una mutacion, se
determind la media entre los porcentajes obtenidos con cada una de las mutaciones. Para
controlar la posible reversion esponténea de alguna de las mutaciones, se llevaron cultivos de

cada virus en paralelo y se secuenciaron después de cada pase.
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1. DESARROLLO DE UN MODELO BASADO EN LA
GENERACION DE VIRUS RECOMBINANTES EN EL GEN
POL PARA EL ESTUDIO FENOTIPICO DE AISLADOS
VIRALES DE PACIENTES CON INFECCION POR EL VIH-1.

La generacidn de virus recombinantes con fines diagnosticos surge con el fin de solventar
los numerosos inconvenientes asociados a los métodos clasicos de determinacion del fenotipo
de resistencia a antirretrovirales. Se consideran virus recombinantes genomas completos del
VIH en los que se han insertado fragmentos génicos procedentes de la poblacion viral de un
paciente determinado. De esta manera se generan quimeras virales que portan los genes de
interés del virus del paciente y que permiten estudiar diferentes caracteristicas como la
resistencia a farmacos o la capacidad replicativa. Para llevar a cabo los estudios que se
describen a continuacion se ha utilizado como material de partida el clon molecular de

referencia pNL 4-3 que contiene el genoma completo del VIH-1.

1.1. Construccion de un virus de ciclo multiple que exprese un gen

indicador.

El primer objetivo de este trabajo fue generar un virus de ciclo maltiple que expresara un
gen indicador con el fin de aumentar la sensibilidad en la deteccion de la infeccion y facilitar
su monitorizacién. Para ello se sustituyo parte del gen regulador nef, que no es esencial para
la replicacion del VVIH en cultivo (Fisher y col., 1986; Terwilliger y col., 1986), por diferentes
genes indicadores. En primer lugar se cloné el gen Luciferasa de Luciérnaga (1.6 kb), dando
lugar a la construccion pNL4-3Luc. Para comprobar la capacidad replicativa de este nuevo
virus, se realizaron cinéticas de replicacion en celulas MT2 midiendo la actividad luciferasa
en los lisados celulares. Como se observa en la figura 12C, el perfil de la curva de replicacion
del virus NL4-3Luc es muy similar al del virus de ciclo Gnico NL4-3VSVRen. Esta falta de
replicacion podia deberse a la eliminacion del gen regulador nef. Por ello, recuperamos la
expresion completa de Nef bajo el control de una secuencia IRES del virus de la
encefalomiocarditis (0.5 kb). En la figura 12B, se muestran altos niveles de expresion de la
proteina Nef en células 293T transfectadas con el plasmido pNL4-3LuclRESnef. Sin
embargo, los virus generados con esta construccién presentaron el mismo perfil de replicacion
que los anteriores. Finalmente, introdujimos un gen indicador de menor tamafio, el gen

Renilla Luciferasa (0.8 kb), dando lugar al plasmido pNL4-3Ren. Aunque esta construccion
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no expresa Nef, los virus resultantes mostraron una cinética de replicacion productiva (Figura
12C).

Con el objeto de confirmar la capacidad replicativa del virus NL4-3Ren y analizar la
estabilidad del gen indicador Renilla, se realizaron tres pases seriados con los diferentes virus
indicadores en células MT2, y se valoroé la actividad luciferasa en los lisados celulares. Como
era de esperar, los virus NL4-3Luc, NL4-3LuclRESnef y NL4-3VSVRen realizaron un Gnico
ciclo de replicacion, mientras que el virus NL4-3Ren fue capaz de propagarse durante tres
pases sucesivos en MT2 (Figura 12D). Ademas, el hecho de que los niveles de actividad
Luciferasa obtenidos fueran similares durante los tres pases, sugiere que la expresion del gen

Renilla luciferasa se mantiene estable después de maltiples ciclos de replicacion.
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Figura 12. Caracteristicas replicativas de los clones virales con genes indicadores NL4-3Luc (amarillo), NL4-
3LuclRESnef (verde), NL4-3Ren (naranja) y NL4-3VSVRen (azul). (A) Esquema representativo de los clones
provirales pNL4-3Luc, pNL4-3LuclRESnef y pNL4-3Ren. (B) Anélisis de la expresion de nef mediante Western
Blot. Extractos de células 293T, obtenidos 48 horas postransfeccién con los plasmidos indicados, se incubaron
con un anticuerpo monoclonal anti-nef a una dilucién 1:1000. (C) Cinéticas de replicacion en MT2. La
replicacién viral se valoré midiendo la actividad luciferasa en los lisados celulares. (D) Ensayo de reinfeccion en
MT2. Sobrenadantes de tres infecciones consecutivas se titularon en MT2 y se valoro la actividad luciferasa en
los lisados celulares.

Para comprobar el efecto que pudiese tener la expresion del gen indicador y la ausencia
del gen regulador nef sobre la correcta replicacion del virus, se compararon las cinéticas de
replicacion del virus NL4-3Ren con las del virus original NL4-3 en diferentes tipos celulares.

Las infecciones con ambos virus en células MT2 y PBMCs, mostraron cinéticas de
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replicacion similares, aunque se observd una reduccion en los niveles de replicacion del virus
NL4-3Ren, fendmeno descrito con anterioridad en otros sistemas (Muller y col., 2004; Brown
y col., 2005; Neumann y col., 2005; Weber y col., 2006). Sin embargo, es interesante resaltar
la alta correlacion entre los valores de actividad luciferasa y la produccion de la proteina p24
(Figura 13).
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Figura 13. Comparacion entre las cinéticas de replicacion del virus indicador NL4-3Ren y las del virus de
origen NL4-3. Células MT2 (A) y PBMCs (B) se infectaron con cantidades iguales de proteina p24 de los virus
indicados. La replicacion viral se valoré midiendo la produccién de proteina p24 en el sobrenadante (linea
continua) y la actividad luciferasa en los lisados celulares (linea discontinua). Los datos son representativos de
tres experimentos en los que se obtuvieron resultados similares.

1.2. Estrategia para generar virus recombinantes.

Para permitir el clonaje de las secuencias de la PR y la RT por separado, se introdujo
mediante mutagenésis dirigida una diana de restriccion Ncol en el extremo amino-terminal de
la RT del vector pNL4-3Ren. La introduccion de esta nueva diana de restriccion genera un
cambio de aminodacido en la posicion 15 de la RT (G15A). Sin embargo, esta mutacién no
afecta a la correcta actividad de la RT, ya que el nuevo virus NL-Nco-Ren presenta una
cinética de replicacion y una capacidad replicativa muy similares a las del virus de origen
NL4-3Ren (Figura 14A 'y 14B).

A partir de este nuevo pldsmido se construyeron los vectores pNL4-3LacZ/polRen, pNL4-
3LacZ/PRReny pNL4-3LacZ/RTRen, en los cuales el gen pol y los fragmentos que codifican
por la PR y la RT respectivamente, se deleccionaron y sustituyeron por el gen LacZ (Figura
15A).
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Figura 14. Caracteristicas replicativas del clon viral NL-Nco-Ren. (A) Cinéticas de replicacion en MT2. La
replicacién viral se valoré midiendo la produccion de proteina p24 en el sobrenadante. (B) Capacidad replicativa
relativa de NL-Nco-Ren. Como se describe en “Materiales y métodos”, la capacidad replicativa se determiné
comparando la actividad luciferasa del virus NL-Nco-Ren con la del virus de referencia NL4-3Ren. La barra de
error indica la desviacion estandar de tres experimentos independientes.

1.2.1. Produccién de virus recombinantes con las secuencias pol, PR y RT
procedentes de plasma de paciente.

En un primer paso, a partir de plasma de pacientes infectados por el VIH-1 se purifico el
ARN viral y se amplificaron, mediante RT-PCR y posterior PCR anidada, los fragmentos
comprendidos entre las dianas de restriccion Apal/Agel, Apal/Ncol y Ncol/Agel
correspondientes a las secuencias de pol, PR y RT respectivamente. El fragmento Apal/Agel
incluye los sitios de procesamiento p7/p1/p6 de gag, el gen de la proteasa completo y los 312
primeros aminoécidos del gen de la RT. Los productos de PCR se digirieron con las enzimas
Apal/Agel (pol), Apal/Ncol (PR) y Ncol/Agel (RT) y se clonaron en los mismos sitios de los
vectores provirales pNL4-3Lacz/polRen, pNL4-3Lacz/PRRen y pNL4-3Lacz/RTRen (Figura
15A). Este sistema nos permite trabajar tanto con clones como con poblaciones de virus
recombinantes.

Las diferentes construcciones virales generadas se transfectaron en la linea celular 293T
mediante precipitacion por fosfato calcico. A las 48 horas se recogieron los sobrenadantes con
los virus recombinantes y se emplearon para infectar la linea celular MT2. La actividad
luciferasa se determind a las 48 horas.

En la figura 4A se representan los valores de actividad luciferasa obtenidos tras la
infeccion con virus recombinantes que expresan las secuencias pol, PR y RT procedentes de
un paciente multitratado elegido al azar y del virus control NL4-3Ren. Cuando la transfeccion

se realiz6 con los vectores deleccionados en dichas secuencias (LacZ), no se detectd actividad
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luciferasa, lo que demuestra que la produccion de virus y su infectividad dependen de las

secuencias clonadas en estos fragmentos.
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Figura 15. Construccién y titulacion de virus recombinantes con las secuencias pol, PR y RT derivadas de
pacientes. (A) Esquema representativo del clonaje de las secuencias pol, PR y RT derivadas de pacientes en los
vectores pNL4-3LacZ/polRen, pNL4-3LacZ/PRRen y pNL4-3LacZ/RTRen respectivamente. (B) Infeccion en la
linea MT2 con los stocks generados tras la transfeccion en células 293T de los construcciones recombinantes
derivadas del paciente 102585 y los respectivos vectores de origen. El paciente present6 las siguientes
mutaciones de resistencia en la PR: K20R, L33F, M46L, 150V, 154V, L63P, A71V, G73S, V771, V82F, L90M; y
en la RT: K65R, S68G, K70R, V75I, F77L, Y115F, F116Y, V118l Q151M, Y181C, M184V/I, G190A, K219E.

1.2.2. Analisis de los virus recombinantes.

Para confirmar que la introduccién de los fragmentos amplificados por PCR a partir de
plasma de pacientes no modificaba las propiedades replicativas de los virus, y especialmente
su capacidad para producir multiples ciclos de replicacion, se infectaron células MT2 en
presencia y ausencia de NFV con virus NL4-3Ren y dos virus resistentes derivados de
pacientes. El inhibidor de la PR se us6 a una dosis de 2 pM, concentracién que inhibe la
replicacion viral de los tres clones en méas de un 90% sin presentar toxicidad celular (Figura
16A). La replicacion viral se valoré midiendo la acividad luciferasa en los lisados celulares a
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diferentes tiempos. La actividad luciferasa obtenida en presencia de NFV se consider6
resultante de un Unico ciclo de replicacion. En ausencia de farmaco, tanto el virus control
como los virus derivados de pacientes replicaron eficientemente (Figuras 16B-D). La
diferencia de actividad luciferasa obtenida a 72 horas respecto a un nico ciclo de replicacion,
resulta una ventaja para la deteccion de variantes virales con baja capacidad replicativa. Esto
se puede apreciar en el caso de clones donde la sefial de actividad luciferasa se incrementa en
dos veces a las 48 horas, y 4 veces a las 72 horas respecto a los cultivos con un solo ciclo de

replicacion (NFV+) (Figura 16C y D).
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Figura 16. Replicacién de virus recombinantes derivados de pacientes. (A) Inhibicion de la replicacion del virus
NL4-3 en presencia de las concentraciones indicadas de NFV (Ensayo de MTT). Se muestran los porcentajes de
viabilidad celular respecto al control en ausencia de farmaco (naranja). También se valor6 la toxicidad del
farmaco en las células MT2 (negro). (B, C, D) Células MT2 se infectaron, en presencia o ausencia de 2 pM
NFV, con NL4-3Ren (B), y con dos clones virales derivados de pacientes (NL1252Ren (C); RT: M41L, K70R,
T215F, K219Q PR: M361 y NL0641Ren (D); RT: K65R, K70R, V751, F77L, K103N, F116Y, Q151M, Y181C,
G190A PR: L10I, G48V, 154V, L63P, A71V, V771, V82A, L90M). La replicacidn viral se valoré a los tiempos
indicados midiendo la actividad luciferasa en los lisados celulares. Cada medida representa la media de tres

€ensayos.
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Para confirmar la estabilidad de las secuencias derivadas de pacientes en los virus
recombinantes, se realizaron tres pases seriados con 2 poblaciones virales en células MT2. A
partir del sobrenadante de cada infeccion, se purifico el ARN viral y se confirmd la presencia
integra del gen pol por secuenciacion. Los virus fueron capaces de propagarse durante tres
pases consecutivos en MT2 sin producirse ninguna reversion de las mutaciones asociadas con

resistencia.

2. APLICACIONES DEL SISTEMA DE EXPRESION DE
VIRUS RECOMBINANTES AL ESTUDIO DE DIFERENTES
ASPECTOS FENOTIPICOS DEL VIH.

2.1. Resistencia fenotipica a antirretrovirales.

La generacion de quimeras recombinantes en el gen pol a partir de muestras clinicas se
adapt6 al estudio fenotipico de sensibilidad a antirretrovirales. Para determinar los perfiles de
sensibilidad a farmacos se afiadieron concentraciones seriadas de los inhibidores de la PR a
las células transfectadas (293T) y de los inhibidores de la RT a las células infectadas (MT2).
La actividad luciferasa en presencia de concentraciones crecientes de un farmaco permite
determinar la susceptibilidad al mismo de los virus recombinantes portadores del gen pol de
los pacientes. Las drogas que inhiben la replicacion del virus reducen la actividad luciferasa
en funcion de su concentracion, y permite cuantificar la sensibilidad a dicha droga.

Como ejemplo, en la figura 17 se muestran los perfiles fenotipicos de sensibilidad a
antirretrovirales de un clon viral obtenido a partir del plasma de un paciente en fracaso
terapéutico portador de un patron complejo de mutaciones de resistencia a antirretrovirales.
Los valores de actividad luciferasa obtenidos se analizaron representando el porcentaje de
inhibicién de la actividad luciferasa frente al logaritmo en base 10 de la concentracion del
farmaco. Para analizar la sensibilidad a los diferentes farmacos se determiné el nivel de
resistencia definido como el cociente entre la 1Cso del virus recombinante derivado de
paciente entre la 1Cso del virus de referencia. Asi, en comparacion con el virus NL4-3Ren, el
clon viral NLO641Ren presentd alta resistencia a los NRTIs: ZDV (64.1-fold), d4T (12.9-
fold), 3TC (30.5-fold), TDF (5.8-fold), ddl (15.2-fold) y ABC (13.6-fold); a los NNRTIs:
EFV (>250-fold) y NVP (67.3-fold); y a los IPs: SQV (55.4-fold), RTV (21-fold), IDV (17.4-

fold) y NFV (44.8-fold). Sin embargo, no se observo resistencia para el APV. Los resultados
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fenotipicos obtenidos se correlacionan correctamente con el perfil genotipico del paciente
(Tabla 6). La mutacién Q151M con los cambios asociados en las posiciones 75, 77, 116, en
combinacion con la mutacion K65R explica el fenotipo de multiresistencia a NRTISs.
Igualmente las mutaciones K103N, Y181C y G190A confieren alta resistencia a NNRTIs. Por
altimo, la presencia de las mutaciones de la proteasa G48V, 154V, V82A y L90M, en
combinacion con L10I, L63P, A71V, V771, explican la alta resistencia a SQV, RTV, IDV y
NFV. La ausencia de mutaciones en la proteasa como 150V, 154L/M o 184V explica la escasa
pérdida de sensibilidad a APV.
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Figura 17. Perfil fenotipico de sensibilidad de un clon viral derivado de paciente. Anélisis fenotipico de
sensibilidad del clon viral derivado de paciente NLO641Ren (RT: K65R, K70R, V75I, F77L, K103N, F116Y,
Q151M, Y181C, G190A; PR: L10l, G48V, 154V, L63P, A71V, V771, V82A, L90M) (linea verde) y del virus
control NL4-3Ren (linea naranja) a los inhibidores de la PR y la RT indicados en la figura. Las curvas de
sensibilidad se obtuvieron representando el porcentaje de inhibicion de la actividad luciferasa frente al logaritmo
en base 10 de la concentracion del farmaco. La 1Cs, se calculd mediante una ecuacion sigmoidea de cuatro
pardmetros utilizando el programa GraphPad Prism versién 2.01 (GraphPad Software, San Diego, CA). Cada
punto representa la media + la DS de tres experimentos. Para calcular los cambios de sensibilidad a farmacos
dividimos la 1Cs, de la muestra del paciente entre la 1Cs, del virus de referencia.
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2.1.1. Evaluacion del sistema fenotipico de sensibilidad a antirretrovirales.

La capacidad del sistema para medir alteraciones en la susceptibilidad a antirretrovirales
se demostr6 con una serie de clones virales derivados de pacientes, que presentaban maltiples
mutaciones asociadas a resistencia tanto de inhibidores de la PR como de la RT. En este
apartado decidimos usar clones en vez de poblaciones para evitar posibles enmascaramientos
ocasionados por poblaciones minoritarias presentes en el paciente y asi poder determinar con
seguridad la sensibilidad y reproducibilidad del sistema. En la tabla 6 se muestran los
resultados de sensibilidad a antirretrovirales para los once clones seleccionados junto con las
mutaciones asociadas a resistencia de cada uno de ellos. Todos los resultados obtenidos, en
cuanto a las alteraciones en la susceptibilidad a los tres tipos de f&rmacos (ITIANs, ITINNs e
IPs), fueron consistentes con los datos descritos en la bibliografia tanto desde el punto de vista
de la magnitud como de la especificidad (Boden y Markowitz, 1998; Hirsch y col., 2003;
Johnson y col., 2005). Por ejemplo, la mutacion M184V en la RT del clon 0360 redujo
dramaticamente la sensibilidad a 3TC (Gao y col., 1993; Tisdale y col., 1993) y resensibiliz6
frente a la ZDV (Larder y col., 1993; Larder y col., 1995). El ensayo es capaz de medir el
incremento paulatino de pérdida de susceptibilidad a ZDV segun aumentan el nimero de
mutaciones asociadas con resistencia a AZT, como sucede en los clones VGG, 1252 y RPC
(Kellam y col., 1994). También nos ha permitido analizar combinaciones de mutaciones muy
complejas que confieren multiresistencia a ITIANs, como el complejo Q151M (Shirasaka y
col., 1995; Iversen y col., 1996), la insercion 69 (de Jong y col., 1999; Larder y col., 1999) o
mutaciones de resistencia cruzada a IPs (Boden y Markowitz, 1998).

2.1.2. Estudio de reproducibilidad del ensayo fenotipico.

Con el fin de evaluar la reproducibilidad del sistema se llevaron a cabo dos estrategias. En
primer lugar, se repitié el ensayo 6 veces con el virus control NL43Ren y con el clon viral
multirresistente NLO641Ren frente a trece antirretrovirales diferentes. Cada perfil de
sensibilidad se realizd por triplicado y con el mismo stock viral. En la tabla 7 se muestran la
media de las ICsgs, la desviacion estandar y el intervalo de confianza 95% de las seis

determinaciones para cada antirretroviral.
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Tabla 6. Analisis de la sensibilidad a antirretrovirales de virus recombinantes derivados de pacientes con diferentes patrones de
mutaciones de resistencia.

Fold de resistencia® (ICsp Virus de paciente/ICs, virus de referencia)

Muestra® Genotipos ITIAN ITINN IP

ITIAN ITINN IP AZT DAT 3TC TDF ddl ABC EFV NVP SQV RTV IDV NFV APV

1252 M41L, K70R, T215F, K219Q M361 20.4 1.6 3.6 3.3 1.0 3.1

0360 A2V, M184V 06 06 =150 0.6 1.1 15
1174 Vl“’i‘;’“,mi‘;‘f\)/" [L)SZSIWTGTZZL;Y L101, K20R, M361, V82A 89 1.4 =150 25 23 4.1 11 102 3.6 39 3.9
2169 eﬁi}biﬁéﬁ%&,ﬁfﬁv o " /2"7316\;" g‘;‘g’f;’oﬁ\'ﬂ 216.2 182 409 6.5 5.6 10.3 54.8 >200 56 88 6.1 105 1.2
0641 Fssf?;ffgf’ QVZSM O o ;‘ﬂ/fl‘ﬁ‘l’ \'/Z‘;\/’\" ey 64.1 129 305 58 152 13.6  >250 67.3 554 21.0 17.4 448 1.4
ELP " 184“1'7‘12'1[0)5\,7’“#2 1o Lllsa'\'/"ﬁog"g" ;"fﬂ Vo 157 1.8 >150 3.4 3.6 48 2.5 585 49.2 263 16.4
VGG M41L, T215Y K103N, P225H E;% té;‘; ':"/ggk 12.3 1.4 253 1.8 0.7 1.5 >250 >200 1.6 267 7.1 20.1 4.2
RPC v118'|V,I4leL1’oic,4$éfsev7,N|<'21gR G190A /:;25 'Z';g's 'Z‘:\(/"LLZ%:;I 312 23 58 37 17 28 317 73.1 1235 33.9 29.1 22.8 5.2
61010 K65R, M184V V106A, G190A L63P, V771 0.5 0.6 =150 1.6 1.4 5.5 12.8 71.3 0.6 0.8 0.6 0.8 0.5
79280 NER, RGAIR, VT L101 120.7 6.8 >150 4.1 193 21.4 09 09 08 12 09 1.0 11

F77L, F116Y, Q151M, M184I

? Se seleccionaron clones a partir de las poblaciones recombinantes derivadas de cada paciente.

®Para calcular los cambios de sensibilidad a farmacos dividimos la ICs, de la muestra del paciente entre la ICs, del virus de referencia.
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Por otro lado evaluamos la reproducibilidad del ensayo completo procesando por
duplicado el plasma de 4 pacientes infectados con virus que presentaban diferentes perfiles
genotipicos. Los resultados de este analisis se muestran en la Tabla 8, donde la diferencia
entre las 1Csos de las medidas realizadas por duplicado fue menor de dos veces. Todos los
resultados obtenidos son consistentes con el perfil genotipico del paciente teniendo en cuenta

los datos descritos en la bibliografia.

2.2. Estudio de los efectos sinérgicos y antagdnicos de combinaciones de

dos inhibidores analogos a nucle6sidos.

Como los tests fenotipicos actuales permiten realizar el ensayo con un Unico farmaco, se
analiz6 si el sistema desarrollado permitia analizar la susceptibilidad de dos ITIANs
combinados. Esta familia de farmacos fue elegida porque representa la base de todo
tratamiento antirretroviral y tras un primer fracaso es el componente del tratamiento cuyo
reemplazo resulta mas complejo.

En busca de un modelo mas fisiol6gico se adapté el sistema de deteccion de resistencias
para estudiar el efecto sinérgico o antagénico de la combinacion de farmacos. Debido a los
diferentes perfiles de sensibilidad observados en experimentos realizados en paralelo en MT-2
y PBMCs, se decidio utilizar PBMCs, en lugar de la linea celular MT2. Como se muestra en
la Figura 18, existe una clara diferencia de ICsy entre los dos tipos celulares para varios
inhibidores de la RT anélogos a nucledsidos (AZT, d4T y 3TC). Los PBMCs presentan una
gran variabilidad de expresion de proteinas de superficie dependiendo del donante (Ciuffi y
col., 2004). Por tanto, para evitar posibles alteraciones en la infectividad con el virus NL4-
3Ren, se decidio utilizar el virus de ciclo tnico NL4-3LucR-E- pseudotipado con VSV-G, que
no requiere una entrada especifica mediada por receptor (Naldini y col., 1996).

Asi, los perfiles de susceptibilidad a NRTIs se realizaron infectando PBMCs en presencia
del inhibidor, de forma individual o combinada, con el virus NL4-3LucR-E- pseudotipado con
VSV-G. Las combinaciones de las drogas se hicieron en una relacion molar fija y de igual
potencia, teniendo en cuenta las 1Cs de cada droga (Tabla 9). Las combinaciones de farmacos
analizadas se seleccionaron en funcion del interés y uso en la préctica clinica: ZDV+d4T,
3TC+ABC, 3TC+ddl, 3TC+d4T, TDF+d4T, TDF+ddl, TDF+ABC, TDF+3TC y TDF+ZDV.
Los valores de actividad luciferasa obtenidos se analizaron representando el porcentaje de
inhibicién de la actividad luciferasa frente a la concentracién del farmaco y se analizé el
efecto sinérgico o antagdnico segun la ecuacion “median-effect” descrita por Chou y Talay
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(Chou y Talalay, 1984) mediante el programa Calcusyn (Biosoft). Cada combinacion se
repitid entre 3-6 veces y solo se seleccionaron las curvas que presentaban un coeficiente de

linealidad (r) por encima de 0.9.
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Figura 18. Comparacion del perfil fenotipico de sensibilidad a ITIANs entre MT2 y PBMCs. Anélisis fenotipico
de sensibilidad a los ITIANs indicados en la figura de un virus wild-type (NL4.3LucR-E- pseudotipado con la
envuelta de VSV) en células MT2 (linea azul) y PBMCs (linea roja). Las curvas de sensibilidad se obtuvieron
representando el porcentaje de inhibicién de la actividad luciferasa frente al logaritmo en base 10 de la
concentracion del farmaco. La I1Cs, se calculd mediante una ecuacién sigmoidea de cuatro parametros utilizando
el programa GraphPad Prism versién 2.01 (GraphPad Software, San Diego, CA). Cada punto representa la media
+ la SD de tres ensayos.

El andlisis efectuado mostré un claro efecto sinérgico de las combinaciones TDF+d4T y
TDF+ZDV a las diferentes concentraciones inhibitorias (EDsy ED75 EDgp). Los valores de ClI
en estas dos combinaciones mostraron una diferencia estadisticamente significativa con el
resto de combinaciones a las diferentes ED analizadas (p<0.05, test de Mann-Whitney).
También se observé un claro efecto antagonico (C1>1.30) en las combinaciones TDF+ddl y
3TC+ddl en todas las ED analizadas. Ademas, a la EDsp el Cl de la combinacion TDF+ddl es
claramente antagdnica en comparacion con el resto de combinaciones (p<0.05, test de Mann-
Whitney). A EDg los CI de las combinaciones TDF+ddl y 3TC+ddl mostraron diferencias
significativas con las combinaciones sinérgicas (TDF+d4T, TDF+ZDV) o aditivas
(d4T+3TC) (p<0.05, test de Mann-Whitney), pero no cuando se compararon con otras
combinaciones. También se encontré un claro efecto antagonico (CI>1.30) a EDsy en las
combinaciones 3TC+ABC, 3TC+TDF y 3TC+d4T, pero a EDgy solo resultaron levemente
antagonicas (3TC+ABC y 3TC+TDF) o incluso aditivas (3TC+d4T). La combinacién
TDF+ABC se mostro levemente antagonica (entre 1.10 y 1.30) a todas las ED analizadas. El
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efecto de la combinacién entre ZDV y d4T mostré ser sinérgico en valores de EDs, aditivo

para valores de EDs y claramente antagonico para valores de EDgg (Tabla 9 y figura 19).

Tabla 9. Efecto sinérgico, aditivo o antagonico de diferentes combinaciones de ITIANs.

Indice de combinacion (ClI) de diferentes mezclas de ITIAN (Ratio)

TDF+d4T TDF+AZT 3TC+ddl TDF+ddl 3TC+ABC TDF+3TC 3TC+d4T TDF+ABC AZT+d4T

(10:1) (100:1) (1:12,5) (2:1) (1:10) (20:1) (1:2) (2:1) (1:10)
EDs, 0.77 0.42 1.64 2.70 1.49 1.63 147 1.23 0.63
SD 0.22 0.22 0.38 1.03 0.19 0.58 0.33 0.46 0.24
EDs 0.52 0.41 1.48 2.14 1.33 1.31 1.19 1.18 1.07
SD 0.18 0.23 0.18 0.74 0.09 0.35 0.24 0.38 0.38
EDg 0.55 0.42 1.55 1.65 1.28 1.24 1.01 1.16 1.96
SD 0.11 0.26 0.23 0.59 0.09 0.39 0.30) 0.38 0.80

Las interacciones entre farmacos se definieron mediante el indice de combinacion (CI) a diferentes
concentraciones inhibitorias (EDsp, ED7s, EDgo) segln el método de Chou y Talalay. Los valores de CI se
definieron como: >1.30 antagonicos, 1.10-1.30 levemente antagdnicos, 0.90-1.10 aditivos, 0.70-0.90 levemente
sinérgicos, <0.70 sinérgicos. SD: Desviacién estandar. Para cada combinacién se realizaron entre tres y seis
experimentos y cada uno de ellos por triplicado.
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Figura 19. Representacion esquematica de los valores Cl y las SD de la tabla 9 a EDsy y EDgy. Los valores de Cl
se definieron como: >1.30 antagdnicos, 1.10-1.30 levemente antagénicos, 0.90-1.10 aditivos, 0.70-0.90
levemente sinérgicos, <0.70 sinérgicos. Las diferencias experimentales entre las diferentes combinaciones de
farmacos se analizaron mediante un test no paramétrico (Mann-Whitney) usando el programa SPSS (v 13.0),
donde los valores de p < 0,05 se consideraron significativos.
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2.3. Estudio de la capacidad replicativa de virus resistentes a

antirretrovirales.

En los Gltimos afios, ademas del anélisis genotipico y fenotipico de resistencias, se ha
estudiado incorporar la medida del fitness viral para decidir las estrategias de tratamiento de
los pacientes infectados por VIH, especialmente en aquellos casos de pacientes multitratados
donde es imposible conseguir un régimen de supresion completo. Uno de los componentes del
fitness viral es la capacidad replicativa del virus en ausencia de droga. Aunque el analisis de
la capacidad replicativa del gen pol no es una medida completa del fitness viral, se ha
comprobado en algunos trabajos, que este valor in vitro correlaciona notablemente con el
valor in vivo (Prado y col., 2002; Weber y col., 2003). Sin embargo, pocos trabajos han
estudiado la contribucion de la PR y la RT por separado al fitness viral (Bleiber y col., 2001;
Weber y col., 2003; van Maarseveen y col., 2006). Asi, el siguiente objetivo de este trabajo
fue adaptar nuestro sistema de virus recombinantes al estudio de la capacidad replicativa del
VIH, y analizar de manera conjunta y por separado el impacto de las mutaciones de la PR y

de la RT sobre la capacidad replicativa.

2.3.1. Capacidad replicativa de virus recombinantes sensibles a antirretrovirales.

Antes de realizar cualquier ensayo con virus resistentes a antirretrovirales, se decidid
analizar la capacidad replicativa de variantes virales procedentes de pacientes en
primoinfeccion que no presentaran mutaciones de resistencia. Los virus sensibles a
antirretrovirales mostraron un amplio rango de valores de capacidad replicativa,
probablemente por la gran variabilidad de polimorfismos genéticos presentes en cada estirpe
viral (Wrin y col., 2001; Bates y col., 2003). A pesar de la ausencia de mutaciones de
resistencia, los valores de capacidad replicativa de los virus recombinantes con las secuencias
de pol, PR o RT fueron del 65, 58 y 23% en comparacion con el virus de referencia NL4-
3Ren que se considerd 100% de capacidad replicativa. La media de estos valores de capacidad
replicativa se usaron como referencia para el analisis de virus resistentes derivados de

pacientes.

2.3.2. Evaluacion del ensayo de capacidad replicativa.
Con la finalidad de comprobar la capacidad del sistema para medir cambios en la
capacidad replicativa, se analizaron clones generados por mutagénesis dirigida y poblaciones
virales recombinantes derivadas de pacientes con las mutaciones de resistencia K65R, M184V
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y K65R+M184V, que como se ha descrito previamente modifican la capacidad replicativa
(White y col., 2002; Deval y col., 2004). Para ello se infectaron células MT2 con in6culos
virales normalizados por p24, y se analizo la replicacion viral a diferentes tiempos midiendo
la actividad luciferasa en los lisados celulares. Como se observa en la Figura 20, tanto los
virus generados por mutagénesis dirigida como los derivados de pacientes replicaron
eficazmente, y las diferencias en capacidad replicativa, fueron similares en comparacion a los
virus sensibles de referencia. De hecho, el anélisis de los virus generados por mutagénesis
dirigida mostr6 una capacidad replicativa del 57% (K65R), 80% (M184V) y 38%
(K65R+M184V) en comparacion con el virus de referencia NL4-3Ren. Igualmente, cuando se
analizo la capacidad replicativa de los virus resistentes derivados de pacientes en comparacion
con los virus WTs, los resultados fueron muy similares: 54% para los virus que presentaban la
mutacion K65R (n=5), 76% para los que presentaban la mutacion M184V+NAMs (n=5) y
39% para los que presentaban las dos mutaciones K65R y M184V (n=8) (tabla 10 y figura
21). Estos resultados son consistentes con lo descrito previamente en la bibliografia y
demuestran la capacidad del ensayo para medir alteraciones en la capacidad replicativa tanto

de mutantes puntuales como de virus derivados de pacientes.

Tabla 10. Mutaciones asociadas a resistencia de los virus recombinantes derivados de
pacientes con las mutaciones de resistencia K65R y/o M184V.

CONSTRUCCIONES RECOMBINANTES DE LA RT

Muestra Genotipos K65R CR Muestra Genotipos M184V CR Muestra Genotipos K6E5R+M184V CR
11 65R,181C,184V 49,2

1 65R,103N,190A 30,5 7 et eI COR IS UM SO 56,5
103N,184V,210W,215Y,219N 12 65R, 184V 19,9
2 65R,1001,103N 44,4 8 411,67N,70R,184V,210W/L,215F,219E 38,3 13 65R,184V 22,5
14 65R,70R,1081,181C,184V,219E 12,7

3 65K/R,74V,103N,181C 77,3 9 LS P AT, 78,9
184V,215F,219Q 15 65R,115F,184V 54,4
23 65R 44,8 38 411,67N,70R,741,98G,184V,215F,219Q 113,2 21 65R, 184V 55,2
39 65R,115F,184V 40,8

31 65R 71,7 0360 62V,184V 93,4
40 62V,65R,184V 62,6

2.3.3. Capacidad  replicativa de virus recombinantes resistentes a
antirretrovirales.

Con el objeto de analizar el impacto de las mutaciones de resistencia sobre la capacidad
replicativa, se seleccionaron 14 aislados virales de pacientes en fracaso terapéutico que
presentaban distintos patrones de mutaciones asociadas a resistencia tanto de inhibidores de la
PR como de la RT (Tabla 11).
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Figura 20. Anélisis de la replicacion de virus recombinantes con mutaciones de resistencia. Células MT2 se
infectaron con cantidades normalizadas de p24 de virus recombinantes generados por mutagénesis dirigida (A) o
derivados de pacientes (B). Las mutaciones asociadas a resistencia de los virus recombinantes con la RT
derivados de pacientes son NL(2RT)Ren; K65R, L100I, K103N; NL(9RT)Ren: M41L, D67N, K70R, M184V,
T215F, K219Q; NL(13RT)Ren: K65R, M184V. La replicacion viral se valor6 a los tiempos indicados midiendo
la actividad luciferasa en los lisados celulares.

@ 120 c 120 7

2 2

s 100 5 100

L L

S 80 Q. 80 -

g g

T 60 A o B

2 g 60

kel kel

Q T Q b

g 40 g 40

3 3

8 201 8 201

(=] (=]

O\ 0 O\ o -

WT K65R M184V 65R+184V WTs K65R M184V 65R+184V
n=5 +NAMs n=8
n=5

Figura 21. Determinacion de la capacidad replicativa de virus recombinantes con las mutaciones de resistencia
KB5R y/o M184V. La capacidad replicativa relativa se determin6 comparando la actividad luciferasa producida
por el virus mutante (mutante puntual o derivado de paciente) con la del virus de referencia (NL4-3Ren o0 WTSs
derivados de paciente). Las barras de error indican la SD de tres experimentos independientes en el caso de los
mutantes puntuales (A) o de los valores de capacidad replicativa de las poblaciones virales descritas en la tabla
10 (B).

Para estudiar la contribucién de las mutaciones de la PR y de la RT sobre la capacidad
replicativa, se construyeron tres tipos de virus recombinantes que expresaban las secuencias
de la PR y de la RT individualmente o en combinacién (pol), a partir de cada uno de los
aislados virales. Como se observa en la figura 22, los 14 virus recombinantes portadores del
gen pol mostraron una pérdida significativa de la capacidad replicativa en comparacion con

los virus recombinantes sensibles a antirretrovirales. El analisis de los virus recombinantes

que Unicamente expresan la PR o la RT de cada uno de los pacientes, mostré que la pérdida
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de capacidad replicativa se debia principalmente a mutaciones de la PR en 3/14 (GCV, JJVM,
54292) y a mutaciones de la RT en 7/14 (ELP, 1174, 1412, 2169, 0641, 61010, 79280). En los
4 pacientes restantes (DVS, VGG, MGL, RPC) las dos secuencias, tanto la PR como la RT,
redujeron la capacidad replicativa a niveles similares. En estos ultimos pacientes, los virus
recombinantes que expresaban la PR y la RT independiente, mostraron una capacidad
replicativa mayor que la del virus recombinante que expresaba el gen pol completo, lo que
sugiere que la combinacién de las secuencias autélogas de la PR y la RT impiden la
replicacion viral en mayor medida que de forma separada. Aunque en los virus 54292 y 0641
son las secuencias de la PR y la RT respectivamente las que parecen contribuir en mayor
medida a la pérdida de la capacidad replicativa, también hay que tener en cuenta la
contribucion de la RT para el virus 54292 (CR 53%) y de la PR para el virus 0641 (CR 33%).

B POL
180 | PR

160 - i | RT
140 -
120 -
100 -
80 -
60 -
40 -
20 -

% Capacidad replicativa

o

GCV
JIVM b

54292
ELP
1174
1412
2169
0641
61010
79280
DVS
VGG
MGL
RPC

i

Figura 22. Capacidad replicativa de los virus recombinantes derivados de pacientes en fracaso terapéutico. La
capacidad replicativa relativa se determin6 comparando la actividad luciferasa producida por los virus
recombinantes derivados de pacientes con la actividad luciferasa producida por los virus WTs. Cada valor
representa la media + la SD de tres experimentos independientes.
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Tabla 11. Mutaciones asociadas a resistencia de los 14 virus recombinantes construidos a partir de pacientes en fracaso terapéutico.

RT
Muestra PR C.VP
ITIAN ITINN (copias/ml)
L10l, K20R, L33F, M36l, 154V, L63P, A71V,  MA41L, E44D, 67N, V118I, L210W,
GCV G73S, V82A, L9OM T215Y MRS = SLEHE
L10I, K20R, M361, F53L, 154V, L63P, A71V, M41L, D67N, T69N, K70R, L74l,
JVM G73S, V82A, L90OM V75T, T215F, K219Q CHEDE 1‘926
K20R, L33F, M36L, M46L, 150V, F53F/L, 154V, K65R, K70R, V75I, F77L, Y115F,
SEe L63P, A71V, G73S, V771, V82F, L90M F116Y, Q151M, M184l VAKERKS, (GO A
L101, K20M, M361, M46L, 154V, L63P, A71T, M41L, D67N, M184l, L210W,
ELP V82A T215F ke
M41L, E44D, D67N,T69D, V118lI,
1174 L101,K20R, M361, V82A e 36.210
M41L, E44D, D67N, T69D, V75M,
1412 L101, M46l, 154V, V771, V82A/F V1181 M18av. Lolow. v215y  KIO1E, V1081, G190A 18.010
M41L, E44D, A62V, D67E, 69ins, K103N, Y181C,
2169 M361/M, 154V, L63P, A71V, G73S, L90OM e Py gty C190A/S 35.124
0641  L10I, G48V, 154V, L63P, A71V, V771, V82A, Loom (OoR: K7OR'$/17§1','\AF77L' FL16Y. 103N, Y181C, G190A 11.519
61010 L63P,V77I K65R, M184V V106A, G190A 2225
K65R, K70R, V75I, F77L, F116Y,
79280 L101/L T 1.359
DVS L10I, V321, L33F, M46l, 147V, F53L, 154V, L63P, M41L, E44D, D67N, L741, V75A, 20.442
A71V, G73A, V82A, L9OM V118l, L210W, T215Y .
VGG L10F, L241, M46l, 154V, L63P, V82A M41L, T215Y, K103N, P225H 6.960
MGL  L10F, K20R, M361, M46l, 154V, L63P, A71V, V82A D67N, K70R, T215F Y188L 55.028
RPC L10F, M361, 154V, L63P, A71V, G73S, 184V, Loom V4L, E44D, D67N, V118l, K103N, G190A 7.249

L210W, T215Y, K219R
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3. ANALISIS LA CAPACIDAD REPLICATIVA DE VIRUS
PORTADORES DE LA MUTACION DE RESISTENCIA Q151M
DE FORMA AISLADA O EN COMBINACION CON LA
MUTACION K65R.

Se ha descrito que la mutacién K65R se asocia positivamente con la mutacion Q151M.
Ambas mutaciones tienen una baja prevalencia, sin embargo con la introduccion del TDF y el
mayor uso de otros NRTIs como el ABC, la prevalencia de la K65R estd aumentando y con
ello la posibilidad teorica de seleccionar el complejo de multirresistencia Q151M. Este hecho
tendria implicaciones muy importantes para el tratamiento, ya que la presencia de estas dos
mutaciones genera altos niveles de resistencia a todos los NRTIs (tabla 13). En esta parte del
trabajo, en primer lugar se ha estudiado el efecto de esta combinacién de mutaciones sobre la
capacidad replicativa, y en segundo lugar se ha intentado explicar y predecir la evolucion de

esta asociacion en funcion de las nuevas pautas de tratamiento antirretroviral.

3.1. Andlisis de la capacidad replicativa de virus portadores de las
mutaciones K65R y/o Q151M.

3.1.1. Andlisis de la capacidad replicativa mediante virus recombinantes

En primer lugar se determind la capacidad replicativa de los virus generados por
mutagénesis dirigida en comparacion con el virus de referencia NL4-3Ren. Como se ha
descrito previamente, el virus K65R presentd una capacidad replicativa del 57% (White y
col., 2002; Deval y col., 2004). El virus Q151M en ausencia o en presencia de las mutaciones
adicionales A62V, V751, F77L y F116Y (Q151c) mostr6 una capacidad replicativa del 71% y
78% respectivamente. La capacidad replicativa de los dobles mutantes K65R+Q151M vy
K65R+Q151Mc disminuyd a 35% las dos. Por lo tanto, la introduccion de la mutacion
Q151M reduce la capacidad replicativa del virus K65R, y la reduccion en la capacidad
replicativa que confiere cada una de las mutaciones por separado, es inferior a la disminucion
en la capacidad replicativa de la combinacion de las dos mutaciones K65R y Q151M en el

mismo virus (Figura 23A).
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Figura 23. Determinacion de la capacidad replicativa de virus recombinantes con las mutaciones de resistencia
KB65R y/o Q151M. La capacidad replicativa relativa se determin6 comparando la actividad luciferasa producida
por el virus mutante (mutante puntual o derivado de paciente) con la del virus de referencia (NL4-3Ren o0 WTSs
derivados de paciente). Las barras de error indican la SD de tres experimentos independientes en el caso de los
mutantes puntuales (A) o de los valores de capacidad replicativa de las poblaciones virales descritas en la tabla
12 (B).

En segundo lugar, se analizd la capacidad replicativa de los virus recombinantes
derivados de pacientes que presentaban estas mutaciones. Como se muestra en la figura 23B,
los patrones de capacidad replicativa fueron muy similares al de los mutantes puntuales, un
54% en los virus que presentaban la mutacién K65R (n=5), un 49% en los virus con el
complejo Q151M (n=5) y un 24% en los virus con ambas mutaciones K65R+Q151M (n=8).
Los valores de capacidad replicativa de las diferentes poblaciones virales recombinantes,
junto con su genotipo de resistencia se muestran en la tabla 12.

Tabla 12. Mutaciones asociadas a resistencia de los virus recombinantes derivados de
pacientes con las mutaciones de resistencia K65R y/o Q151M.

CONSTRUCCIONES RECOMBINANTES DE LA RT

Muestra Genotipos K65R RC Muestra Genotipos Q151M RC Muestra Genotipos K65R+Q151M RC
62V,751,101E,115F,116Y,151M,
1 65R,103N,190A 30,5 4 VG, TS0 PG 64,0 16 65R,70R,751,77L,116Y,151M 13,8
2 65R,1001,103N 44,4 5 116Y,151M,181C,190A 93,9 25  65R,70R,751,77L,103N,116Y,151M 19,6
116Y,151M,181C 44,5
3 65K/R,74V,103N,181C 77,3 43 RSN, 37,1
24 1161,103N,151M,190A 21,5 1181,181C,151M
23 65R 44,8 32  67N,751,116Y,151M,190A, 227L 48,1 a4 65R,151M,1001,103N 448
33 116Y,151M 43,9
31 65R 71,7 0641 6526?(61’72;’ 7f' ’177"1’918:”\" 7,5
34 74L/V,151M,101E 32,1 6Y,151M,/181C,

3.1.2. Andlisis de la capacidad replicativa de los diferentes clones virales
mediante cinéticas de replicacion y ensayos de competicion.

Para confirmar los resultados anteriores, se determind la capacidad replicativa de los

clones virales obtenidos por mutagénesis mediante cinéticas de replicacion, y ensayos de
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competicion en ausencia de farmacos. El analisis de las cinéticas de replicacion en MT2
mostré un pequefio retraso en la replicacion de los virus K65R, Q151M y Q151Mc en
comparacion con el NL4-3. En el caso de los dobles mutantes K65R+Q151M vy
K65R+Q151Mc los perfiles de produccion de la proteina p24 fueron claramente menores que
los de los mutantes simples (Figura 24A). Estos mismos perfiles de replicacidn se obtuvieron
utilizando como células diana PBMCs preactivados durante 48h con PHA + IL-2 (Figura
24B).

MT-2 PBMCs
1200000 - 800000 -
—a— NL4-3 —a—NL4-3
700000 -
1000000 | % KB5R —+—K65R
—— Q151M ——Q151M
600000 -
800000 | —e— 65R/151M —e—65R/151M
—— Q151Mc Y, 500000 1 —-Q151Mc
—0—- 65R/151Mc o —o—65R/151Mc
600000 - 400000 -
400000 - 300000 7
200000 |
200000 1
100000 -
0 +—o— ‘ ; ; ; ‘ P o &
1 2 3 4 5 8 1 2 3 4 5 6 7 9
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Figura 24. Cinéticas de replicacién de los virus indicados en MT2 y PBMCs. Células MT2 (A) y PBMCs (B) se
infectaron con cantidades iguales de proteina p24 de los virus indicados. La replicacién viral se valoré midiendo
la produccion de proteina p24 en el sobrenadante. C= (A62V, V75I, F77L y F116Y).

Los ensayos de competicion en células MT2 demostraron que todos los mutantes replican
peor que el virus WT. El virus Q151M se impuso al virus K65R confirmando que el virus
K65R presenta menor CR que el virus Q151M. También se confirmé que los mutantes dobles
tienen menos eficacia replicativa que los mutantes sencillos. En los cultivos llevados en
paralelo con un solo virus no se detectd ninguna reversion a WT. Las diferencias en las
alturas de los picos se realizaron con dos oligonucleétidos diferentes sobre el mismo producto
de PCR.
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Figura 25. Ensayo de competicion viral con los clones virales indicados a una multiplicidad de 0.001 en
ausencia de farmaco. La proporcion relativa de cada una de las dos poblaciones virales que estdn compitiendo se
estim6 en funcion de la altura de los picos del electroferograma obtenido de la secuenciacion del ADN celular
como se describe en el apartado 5.3.3 de “Materiales y Métodos”. C= (A62V, V75I, F77L y F116Y).

3.2. Evolucién de la asociacion entre las mutaciones K65R y Q151M.
3.2.1. Cambios en la frecuencia de asociacion entre K65R y Q151M.

En primer lugar, se analizaron los cambios de frecuencia de las mutaciones de resistencia
K65R y Q151M a partir de una gran base de datos genotipicos entre los afios 2000 a 2006.
Como se ha descrito previamente, la frecuencia de la mutacion K65R ha aumentado de 0.6%
en 2000 a 1.7% en 2006 (Kagan y col., 2004; Valer y col., 2004; Winston y col., 2004). Por el
contrario, la frecuencia de la mutacion Q151M y el doble mutante K65R/Q151M apenas se
modifica durante el mismo periodo de tiempo mostrando un pequefio descenso (de 1.7% en
2000 a 1.2% en 2006) y un pequefio aumento (de 0.3% en 2000 a 0.36% en 2006)
respectivamente (Figura 26A). La alta asociacion encontrada entre estas dos mutaciones
(Winston y col., 2002; Valer y col., 2004; Winston y col., 2004; Segondy y col., 2005), ha
sugerido que la presencia de la mutacién K65R podria favorecer la seleccién de Q151M. Sin
embargo, aunque K65R se asocia positivamente con Q151M (29%), la asociacion entre estas
dos mutaciones muestra un claro descenso a lo largo del tiempo, desde un 48% en 2000 hasta
un 21% en 2006 (Fig. 26B). Por otro lado, la asociacion de Q151M con K65R muestra un
incremento moderado en el tiempo, de un 17% en el 2000 a un 29% en el 2006. En un total de
4 pacientes con ambas mutaciones, en los que conseguimos datos longitudinales en la
evolucion de estas secuencias, en todos los casos la mutacion Q151M estaba presente antes de
la seleccién de la mutacion K65R (datos no mostrados).
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Numero de genotipos (%)
Mutacion 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006
(n=28929) (n=30882) (n=37443) (n=40916) (n=40970) (n=46634) (n=51526)
K65R 179 (0,62) 229 (0,74) 459 (1,23) 919(2,25) 956 (2,33) 905(1,94) 869 (1,69)
Q151M 491 (1,70) 541 (1,75) 704 (1,88) 629 (1,54) 697 (1,70) 637 (1,37) 624 (1,21)
65R & 151M 86 (0,30) 97 (0,31) 144 (0,38) 161(0,39) 210(0,51) 227 (0,49) 186 (0,36)
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Figura 26. Cambios en la prevalencia y la frecuencia de asociacion de las mutaciones K65R y/o Q151M. (A)
Prevalencia de las mutaciones indicadas de la base de datos de Virco entre los afios 2000 a 2006. (B) Frecuencia
de asociacion entre las mutaciones K65R y Q151M.

3.2.2. Los virus con la mutacion Q151L tienen una desventaja replicativa en
presencia de la mutacién K65R.

Se ha planteado que el doble cambio (CAG—ATG) para la mutacion Q15M ocurre a
través del intermediario Q151L (CTG) del cual se ha comprobado que replica pobremente en
comparacion con el virus WT o con el virus mutante Q151M (Kosaralaksa y col., 1999;
Garcia-Lerma y col., 2000). Para comprobar si la presencia de K65R podria ser desfavorable
para la seleccion de la mutacion Q151M, determinamos la eficacia replicativa de los mutantes
Q151L y K65R/Q151L mediante diferentes métodos experimentales. Se comprobd que las
dos variantes replicaban peor en comparacién con el virus salvaje y el mutante Q151M, tanto
en ensayos de capacidad replicativa con virus recombinantes como en cinéticas de
replicacion. La capacidad replicativa del clon viral K65R/Q151L (0.2%) fue claramente
inferior a la del mutante Q151L (6%) (Figura 27A). El anélisis de cinéticas de replicacion en
cultivos separados, mediante la produccion de p24, mostr6 que el virus Q151L era capaz de
reinfectar células MT2, mientras que el virus K65R+Q151L no produjo una infeccion
productiva detectable mediante la medicion de los niveles de p24 (Figura 27B).
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Figura 27. Determinacion de la capacidad replicativa de virus recombinantes con las mutaciones de resistencia
Q151L y K65R/Q151L. (A) La capacidad replicativa relativa de los mutantes indicados en la figura se determind
comparando la actividad luciferasa producida por el virus mutante con la del virus de referencia NL4-3Ren. Las
barras de error indican la SD de tres experimentos independientes. (B) Células MT2 se infectaron con cantidades
iguales de proteina p24 de los virus indicados. La replicacion viral se valoré midiendo la produccién de proteina
p24 en el sobrenadante. Los datos son representativos de dos experimentos en los que se obtuvieron resultados
similares.

Todos estos resultados demuestran que la presencia de la doble mutacion K65R+Q151L
genera virus practicamente defectivos, y podria explicar la disminucién en la asociacién de la
mutacion Q151M con la mutacion K65R a partir de virus portadores inicialmente de la
mutacion K65R.

3.2.3. Efecto de la mutacion compensatoria S68G en la replicacion de los
mutantes Q151L and K65R/Q151L.

La mutacion S68G se ha definido como una mutacién compensatoria que recupera parte
de la capacidad replicativa de la mutacién Q151L y por tanto, podria facilitar la seleccion del
complejo de multirresistencia Q151M (Garcia-Lerma y col., 2000; Matsumi y col., 2003).
Con el objeto de determinar si esta mutacién pudiera tener un papel relevante en la seleccion
de la mutacién Q151M en presencia de la K65R, se construyeron los virus recombinantes:
S68G, S68G/Q151L y K65R/S68G/Q151L; y se analizd su capacidad replicativa (Figura 28).
El virus S68G presentd una capacidad replicativa de 102%, confirmando que esta mutacion
no confiere ninguna desventaja replicativa al virus (Garcia-Lerma y col., 2000). La
introduccion de la mutacion S68G en los virus recombinantes 151L y 65R/151L restaurd
parcialmente su capacidad replicativa de 2.7% y 0.08% en su ausencia a 14% y 1% en su
presencia respectivamente. A pesar del aumento de capacidad replicativa del virus 65R/151L
en presencia de la mutacion S68G, su capacidad replicativa sigue estando por debajo del virus
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con la Q151L aislada. Este resultado sigue sugiriendo que la seleccién de la mutacién Q151M
en presencia de K65R pueda estar seriamente comprometida a pesar de que la mutacién
compensatoria S68G esté presente.
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Figura 28. Capacidad replicativa de los mutantes puntuales Q151L y K65R+Q151L en presencia de la mutacion
compensatoria S68G. La capacidad replicativa relativa de los mutantes indicados en la figura se determiné
comparando la actividad luciferasa producida por el virus mutante con la del virus de referencia NL4-3Ren. Las
barras de error indican la SD de tres experimentos independientes.

3.2.4. Andlisis de la susceptibilidad a NRTIs de los clones virales Q151M/L en
presencia o ausencia de K65R.

Por altimo, se estudié la sensibilidad fenotipica a ITIANs de los clones virales con las
mutaciones de resistencia presentes en la Tabla 13. El virus con la mutacion K65R presento
una reduccién de sensibilidad a 3TC, ddl, ABC y TDF, pero no mostro resistencia ni a AZT
ni a d4T. Por otro lado, el virus con la mutacién Q151M, principalmente en presencia de las
mutaciones A62V, V751, F77L y F116Y, mostro altos niveles de resistencia a AZT, d4T, ddl
y ABC, y ninguna resistencia a 3TC y TDF. Sin embargo, los virus que presentan las dos
mutaciones K65R+Q151M mostraron altos niveles de resistencia a todos los NRTIs
analizados, incluido el TDF, y esa resistencia fue mayor que la presente con cada mutacién
por separado. El virus con la mutacion Q151L present6 una reduccion de la sensibilidad a ddl
y ABC, no presentd resistencia a 3TC, AZT y d4T, e interesantemente presentd

hipersusceptibilidad a TDF.
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Table 13. Analisis de la susceptibilidad a NRTIs de de los clones virales Q151M/L en

presencia o ausencia de K65R.

Fold de resistencia (xSD)

Mutacion ITIAN
AZT DAT 3TC TDF ddl ABC

K65R 0,6%0,2 1,4+0,1 12,9+4,6 3,6%1,8 4,8%+0,4 4,9%+0,9
Q151M 3,1+0,3 3,5+1,2 2,2+0,6 1,2+0,2 6,6+2,3 3,0%0,6
65R+151M 6,8+2.,5 6,3+1,9 28,3+7,2 6,2+1.,4 20,9+2.,8 15,1+1,3
Q151Mc 43,5+15 11,9+2,2 6,6%+2.,4 2,8+1,3 16,5+4,3 7,4%0,1
65R+151Mc 131+28 23,6+6,3 63,4423 17,3%2,8 23,3+7,9 57,1+14
Q151L 0,7%0,2 1,5+0,8 2,4+0,5 0,3%+0,1 4,3%1,3 3,7%+1,3
65R+151L 1,2+0,4 6,9+2.2 3,9+0,8 0,9+0,1 10,4%1,7 10,2+4,1

Para calcular los cambios de sensibilidad a farmacos dividimos la 1Cso de la muestra del paciente entre la 1Cso
del virus de referencia. Cada punto representa la media + la SD de tres experimentos independientes. C (A62V,
V751, F77L y F116Y).
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1. Desarrollo de un modelo basado en la generacién de virus
recombinantes en el gen pol para el estudio fenotipico de aislados

virales de pacientes con infeccion por el VIH-1.

El principal objetivo de este trabajo radica en analizar el impacto de las mutaciones de
resistencia seleccionadas por el tratamiento sobre diferentes aspectos fenotipicos del VIH
como los cambios en la susceptibilidad a los distintos antiretrovirales y la capacidad
replicativa. Para alcanzar este objetivo, en la primera parte del trabajo se ha desarrollado un
modelo basado en el clonaje del gen pol, amplificado a partir del plasma de pacientes, en un
vector diana que incluye el genoma completo del VVIH. Se genera de esta manera una quimera
viral portadora de distintas secuencias del gen pol del paciente que al incorporar estos
fragmentos permite analizar su impacto en la modificacion del fenotipo viral respecto a virus
salvajes. Este modelo presenta similitudes con otros previamente desarrollados que podemos
agrupar genéricamente bajo la denominacion de “técnicas basadas en la generacion de virus
recombinantes”. Estos modelos presentan ventajas importantes sobre los modelos clasicos de
aislamiento viral: por una parte reducen la laboriosidad, acortan el tiempo necesario para
analizar el virus del paciente y disminuyen notablemente el coste del proceso. Por otra parte,
al ser el material de partida plasma, y no linfocitos circulantes, se evitan los sesgos de
seleccidn que se producen en cultivo debido a la propagacion de las variantes mas aptas o a la
inhibicién de determinadas variantes por quimiocinas inflamatorias producidas en el cultivo.
Por ultimo, al clonarse secuencias concretas en un contexto fijo puede analizarse el impacto
directo de estos cambios en el fenotipo viral analizado sin que interfieran otras regiones del
genoma. Como inconvenientes potenciales se encuentran el hecho de que el virus quimérico
asi generado no es un aislado del paciente que contenga todas las secuencias y propiedades
del virus residente en el mismo, y que el clonaje en un contexto de secuencia diferente puede
modificar las propiedades funcionales del fragmento insertado. Estas criticas tienen una base
cierta y deben ser controladas y tenidas en cuenta en la evaluacién de los resultados. Sin
embargo, globalmente los modelos basados en la generacion de quimeras virales por técnicas
de recombinacidn genética presentan una serie de ventajas que permiten plantear preguntas
sobre el impacto de determinados cambios genotipicos en el fenotipo viral que serian de otro
modo dificiles de abordar con las metodologias clasicas de aislamiento en cultivo.

El ensayo fenotipico descrito se fundamenta, por tanto, en la construccion de virus

recombinantes que permiten analizar tanto la informacidn genotipica como fenotipica de las
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secuencias implicadas en el desarrollo de resistencias. Para ello seguimos la siguiente
estrategia:

En primer lugar, para poder cuantificar la replicacion viral con mayor sensibilidad y
mejorar la reproducibilidad del sistema, decidimos sustituir en el vector proviral el gen
regulador nef por un gen indicador luciferasa. La proteina Nef es un factor patogénico muy
importante in vivo pero se ha demostrado que es dispensable en cultivo (Fisher y col., 1986;
Terwilliger y col., 1986). En la primera construccion se introdujo el gen luciferasa de
luciérnaga (NL4-3Luc), y posteriormente, se recuperd la expresion de Nef mediante la
introduccién de una secuencia IRES (NL4-3LuclRESnef). Ninguna de estas dos
construcciones produjo virus capaces de propagarse en cultivo. Sin embargo, un clon viral en
el que el gen nef fue parcialmente reemplazado por la luciferasa de Renilla dio lugar a una
infeccion productiva (Figura 12C). La ausencia de replicacion con estas construcciones
virales se debe probablemente a la limitacion de los retrovirus para empaquetar mas alla del 5-
10% de la longitud de su genoma (Balestre y col., 2006). Esto explicaria que la introduccion
de un gen indicador de menor tamafio, como es el gen de la luciferasa de Renilla, genere virus
capaces de producir multiples ciclos de replicacion en cultivo (Figura 12D). Ademaés, en
cinéticas de replicacion realizadas en MT-2 y en PBMCs con este virus, se encontrdé una muy
buena correlacion entre los niveles de proteina p24 y de actividad luciferasa (Figura 13). Esto
permite el seguimiento de la replicacion viral mediante la valoracion de la actividad
luciferasa, que es un método mucho mas sensible y barato que los test de deteccion del
antigeno p24. La disminucion en el tiempo de cultivo necesario para detectar la replicacién
viral en las células diana, junto con la generacion de altos titulos virales mediante la
transfeccion en células 293T, reduce la seleccion de subpoblaciones virales con mejor
capacidad replicativa.

Las secuencias de interés se amplifican a partir del ARN viral y se incorporan en el vector
proviral defectivo para esas mismas secuencias, lo que permite generar librerias genémicas de
virus recombinantes. Teniendo en cuenta la baja eficacia del proceso de recombinacién
homdloga in vivo (Hertogs y col., 1998; Race y col., 1999), se decidi6 usar el clonaje del gen
de interés in vitro para obtener una mayor representatividad de la heterogeneidad presente en
los pacientes. De hecho, la comparacion entre el ADN de la primera PCR y el de las
construcciones recombinantes mostraron un patrén de mutaciones asociadas a resistencia
practicamente idéntico (datos no mostrados). La sustitucion de los genes diana por la region
amino-terminal del gen lacZ en el vector proviral se realizd para evitar el arrastre de

secuencias salvajes del clon de origen. Esta estrategia proporciona ademéas un buen control de
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calidad de la reaccion de ligacién al permitir cuantificar el nimero y proporcion de colonias
blancas (contienen el inserto) respecto a las azules (no contienen el inserto). EI modelo
utilizado permite el clonaje de secuencias pol de la poblacion viral del paciente. Para
demostrar esta representatividad se realizaron diluciones al 1/10 del ARN extraido y se
verifico su amplificacion siguiendo el mismo protocolo. Posteriormente se utiliz6 para el
clonaje la muestra conteniendo diez veces mas de ARN lo que nos asegura una representacion
al menos relativa de la poblacion viral del paciente. Los cebadores utilizados corresponden a
zonas altamente conservadas del genoma del VIH para minimizar el riesgo de amplificacion
selectiva de determinadas cuasiespecies dentro de la poblacion. Mediante estos controles
intentamos asegurar una representatividad de la muestra poblacional del paciente en los virus
recombinantes generados. Ademas, este método permite generar informacién genotipica y
fenotipica a partir de clones individuales mediante la seleccion de colonias en placa,
proporcionado asi una informacion valiosa para poder realizar predicciones de fenotipo
basadas en genotipo.

La sustitucién del gen nef por el gen luciferasa de Renilla en el vector proviral, preserva
el gen env del VIH y permite la generacion de virus recombinantes que son capaces de
realizar maltiples ciclos de replicacion (Figura 12D). Otros ensayos fenotipicos basados en
virus recombinantes, como Antivirogram (Hertogs y col., 1998) o PhenoTect (Klimkait,
2002), también generan virus infectivos pero sin un gen indicador en el genoma viral
limitando la sensibilidad del ensayo. Estos sistemas, por tanto, requieren la amplificacién de
la progenie viral y una posterior titulacion antes de realizar cualquier ensayo fenotipico, lo
cual prolonga el proceso y favorece la seleccion de subpoblaciones mejor adaptadas al
cultivo. Otros métodos comerciales, como Phenosense (Petropoulos y col., 2000) y
Phenoscript (Race y col., 1999) estan basados en un ensayo de un Unico ciclo de replicacion.
Esta estrategia también presenta un inconveniente y es que, a menudo, los virus con baja
capacidad replicativa, por la presencia de multiples mutaciones de resistencia, reducen la
posibilidad de realizar el ensayo debido a los bajos niveles de actividad luciferasa que se
consiguen con un Unico ciclo de replicacion.

El sistema de virus recombinantes que se describe en este trabajo presenta las ventajas de
ambas estrategias: el clonaje de un gen indicador dentro del genoma viral y la generacion de
virus recombinantes capaces de producir multiples ciclos de replicacion. Previamente, usando
modelos basados en clones virales con el gen indicador luciferasa, se demostro que el tiempo
necesario para un ciclo de replicacion viral completo es menor (0,5 dias) (Bermejo y col.,
2004) que el calculado con modelos matematicos (0,92 dias) (Mittler y col., 1999). Por tanto,
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la valoracion de la replicacion viral después de 48 horas permite que se den de 2 a 4 ciclos de
replicacion completos. En algunos casos, en los cuales la presencia de multiples mutaciones
de resistencia disminuye la capacidad replicativa del virus, el test puede evaluarse a 72 horas
consiguiendo valores de actividad luciferasa mas elevados como se muestra en el caso del
clon NLO641Ren (figura 16). Una de las grandes ventajas de este modelo de virus
recombinantes es que puede realizarse en tan solo 10 dias. Ademas, la sustitucion del gen nef
por el gen luciferasa de Renilla preserva el gen de la envuelta y permitiria la construccion de
virus recombinantes con este gen y estudiar diferentes aspectos relacionados con la entrada
del virus. Una vez desarrollado el modelo de virus recombinantes, se adapt6 al estudio de

diferentes aspectos fenotipicos del VIH.

2. APLICACIONES DEL MODELO DE VIRUS
RECOMBINANTES GENERADO.

2.1. Resistencia fenotipica a antirretrovirales.

La resistencia viral se puede determinar mediante métodos genotipicos, examinando las
mutaciones asociadas a resistencia en el genoma del virus, o mediante métodos fenotipicos,
analizando la susceptibilidad del VIH a un farmaco determinado (Sebastian y Faruki, 2004).
Aunque los dos métodos han demostrado su utilidad en la préctica clinica, los métodos
genotipicos son los habitualmente utilizados por su facilidad y accesibilidad a los grupos
clinicos responsables del tratamiento de los pacientes. Algunos trabajos muestran que los tests
genotipicos permiten una mejor seleccion de tratamientos antirretrovirales efectivos que los
abordajes fenotipicos (Meynard y col., 2002). Una de las posibles razones de estos resultados,
es la capacidad de los ensayos genotipicos para identificar mutaciones de transicion, que los
test fenotipicos son incapaces de detectar (Meynard y col., 2002). Sin embargo, los métodos
genotipicos no pueden valorar el nivel de resistencia de nuevas mutaciones o de patrones
complejos de mutaciones asociadas a resistencia. Algunos autores sugieren que ambos
métodos podrian aportar informaciones complementarias (Parkin y col., 2002) y, por tanto,
los ensayos fenotipicos de susceptibilidad a antirretrovirales pueden ser Gtiles en la préctica
clinica en al menos dos situaciones: los pacientes en multifracaso con combinaciones de
mutaciones de resistencia complejas, y en los ensayos clinicos de nuevos antiretrovirales en

los que no se conocen los patrones de resistencias generados por métodos genotipicos.
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Por tanto, el siguiente objetivo de este trabajo fue aplicar el sistema de virus
recombinantes en el gen pol de aislados virales de pacientes con infeccion por el VIH-1 al
estudio fenotipico de la susceptibilidad a antirretrovirales. Para ello se comprobd la capacidad
del sistema para determinar la ICs y el fold de resistencia de una seleccion de clones virales
derivados de pacientes con diferentes patrones de mutaciones frente a una bateria de
antirretrovirales pertenecientes a las tres principales familias de farmacos (Tabla 6). Todos los
resultados obtenidos correlacionaron estrechamente con los del estudio genotipico. Incluso
realizamos un andlisis comparativo entre nuestros datos y los datos cedidos por el sistema de
fenotipo virtual, encontrando una correlacion del 85 % (95% CI: 79-91%; Kappa statistic:
0,77), muy similar al resultado que obtuvo el sistema de fenotipo real de Antivirogram en un
estudio similar (Verbiest y col., 2000).

Una vez probada la capacidad del ensayo para determinar el fold de resistencia de virus
recombinantes derivados de pacientes, el siguiente punto importante fue analizar la
reproducibilidad del ensayo. La comparacion entre los valores de ICsy obtenidos, después de
realizar el ensayo completo, por duplicado y en paralelo, de 4 muestras de pacientes
infectados con diferentes patrones de mutaciones asociadas a resistencia, presentd una
diferencia menor de dos veces. Por tanto, el ensayo mostr6 un gran nivel de reproducibilidad
(Tablas 7 y 8), y similar o ligeramente mejor que otros sistemas ya descritos (Petropoulos y
col., 2000). Estos resultados demuestran que este test es capaz de discriminar pequefias
diferencias en susceptibilidad (2- a 4- fold) a antirretrovirales, y sugieren que puede ser muy
atil para realizar ensayos de resistencia fenotipica en pacientes infectados por VIH en fracaso
terapéutico. Para finalmente validar el sistema y comprobar su utilidad en la practica clinica

seria necesario analizar un nimero mayor de muestras de pacientes infectados por el VIH.

2.2. Estudio de los efectos sinérgicos y antagdnicos de combinaciones de

dos inhibidores analogos a nucleésidos/nucleétidos.

La familia de farmacos de los ITIAN representa la base de todo tratamiento
antirretroviral, y en caso de fracaso, en el momento actual la sustitucién de estos farmacos
supone una decision compleja. La eleccion debe basarse idealmente en la sustitucion por
ITIAN, sin resistencia a la combinacion en fracaso terapéutico. Sin embargo, los distintos
grados de resistencia cruzada conferida por las mutaciones dificultan esta eleccion. Por otra
parte, determinados estudios (Blanco y col., 2006; Flandre y col., 2007) muestran una
actividad de la intensificacion con distintos ITIAN en pacientes en fracaso que ya habian sido
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tratados previamente con estos farmacos. Esto sugiere una actividad residual o remanente de
los farmacos a los que se presenta resistencia, y plantea la posibilidad de que la sinergia de
dichas actividades residuales permita controlar al menos parcialmente la replicacion viral.

Los efectos sinérgicos, aditivos o antagonicos entre ITIAN es un tema poco estudiado en
la farmacodindmica de esta familia de farmacos, y algunos estudios sugieren que estas
interacciones existen (Merrill y col., 1996; Zhu y col., 1996; Hoggard y col., 1997). Por tanto,
el andlisis del efecto de la combinacion de farmacos frente a la replicacion del VIH es una
cuestién interesante para intentar mejorar la eficacia de los tratamientos. Con este objetivo, el
sistema de sensibilidad a antirretrovirales se adapt6 para estudiar la combinacion de farmacos.
En primer lugar, se utilizaron PBMCs como celulas diana para evitar artefactos debidos a los
diferentes niveles de nucle6tidos presentes en las lineas tumorales (Keulen y col., 1997). En
segundo lugar, se utilizaron pseudotipos virales con la glicoproteina G de VSV para facilitar
la infeccion de los PBMCs y excluir la variabilidad en la infeccion dependiente de los factores
implicados en la entrada viral como los niveles de CXCRA4. Estos pseudotipos infectan con la
eficiencia necesaria para permitir una medida répida de la replicacion viral mediante la
cuantificacion de la expresion del gen de la luciferasa. Estos dos aspectos técnicos aseguran la
viabilidad del sistema y confieren una mayor relevancia a los datos obtenidos. Dado el alto
nimero de trabajos que han descrito un rdpido e inesperado fracaso terapéutico en
tratamientos que utilizan determinadas combinaciones de ITIANs (Jemsek y col.,, 2004,
Khanlou y col., 2005; Landman y col., 2005; Maitland y col., 2005; Gallant y col., 2005; Torti
y col., 2005; Balestre y col., 2006) analizamos el efecto in vitro de las mismas.

Aunque inicialmente la combinacion TDF/ddl fue indicadada como tratamiento de base
del TARGA, las guias actuales de tratamiento antirretroviral no recomiendan su uso en
combinacion debido a las elevadas tasas de fracaso terapéutico observadas en todos los
ensayos en que se ha utilizado esta combinacion (Panel de expertos de GESIDA, 2007). De
acuerdo con estos datos clinicos, los resultados in vitro de este trabajo, muestran un claro
efecto antagonico de esta combinacion, con un valor de Cl estadisticamente significativo
(p<0.05, test de Mann-Whitney) para la EDsy en comparacion con el resto de las
combinaciones. También se encontraron diferencias significativas en la EDgg al compararla
con combinaciones sinérgicas (TFD+ZDV y TDF+d4T) y aditivas (d4T+3TC) (p<0.05, test
de Mann-Whitney). Estos datos sugieren que la combinacién TDF+ddl podria no
proporcionar suficiente actividad antiviral en comparacion con otras combinaciones de
ITIANs. Nuestros resultados in vitro son consistentes con los diferentes estudios clinicos que
han mostrado altos porcentajes de fallo terapeltico en pacientes que recibian TDF y ddlI
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(Jemsek y col., 2004; Balestre y col., 2006; Martin-Carbonero y col., 2006). En particular, los
resultados obtenidos en el estudio abierto con pacientes naive que evaluaba la seguridad y
eficacia de los tratamientos antirretrovirales que contenian 3TC o TDF administrados en
combinacion con ddl y EFV, demostrd que la combinacion de TDF/ddI/EFV result6 tener una
menor eficacia (Maitland y col., 2005). Aunque a menor nivel, la combinacion 3TC+ddl
también mostré un claro antagonismo a todas las concentraciones analizadas. Una diferencia
significativa se encontrd al comparar esta combinacion, con las combinaciones sinérgicas
(TFD+ZDV y TDF+d4T) y aditiva (d4T+3TC) (p<0.05, test de Mann-Whitney). Finalmente,
otras combinaciones fueron débilmente antagonicas a EDg,. En particular, TDF+ABC
(EDgo=1,16), TDF+3TC (EDg=1,24) y 3TC+ABC (EDg=1,28). Para todas estas
combinaciones el Cl aument6 en los niveles de EDsy (>1.30 excepto TDF+ABC, EDsp=1,23).
Estos resultados sugieren una débil barrera farmacol6gica para estas combinaciones,
particularmente si las concentraciones de farmaco disminuyen debido a un mal cumplimiento
0 a interacciones con otros farmacos. Estas observaciones se correlacionan con los altos
niveles de fracaso terapéutico observados cuando las combinaciones se usan in vivo junto con
un tercer componente de baja potencia (3 ITIAN o combinaciones de una toma al dia de
2ITIAN+1ITINN) (Khanlou y col., 2005; Landman y col., 2005; Maitland y col., 2005;
Gallant y col., 2005; Rey y col., 2007). En resumen, tanto los datos in vitro mostrados en este
trabajo, como la experiencia clinica, recomiendan el uso de un tercer componente de gran
potencia cuando se utilizan combinaciones de ITIAN que han mostrado un efecto antagonico.

Por otro lado, se ha observado un efecto sinérgico cuando TDF se combina con AZT o
d4T. Los andlisis estadisticos realizados muestran una clara diferencia entre TDF+AZT o
TDF+d4T vy el resto de combinaciones a todas las ED analizadas (p<0.05, test de Mann-
Whitney). Estas dos combinaciones muestran in vitro rangos de sinergia similares contra el
VIH en PBMCs, en contraste con las combinaciones anteriormente mencionadas. Estos datos
sugieren el interés por la asociacion de TDF con AZT o d4T (Balestre y col., 2006). Del
mismo modo, los resultados de un estudio multicéntrico retrospectivo, incluyendo pacientes
que empezaron una terapia de rescate con la combinacion de d4T y TDF, indican que esta
terapia combinada podria ser efectiva como componente de los regimenes de terapia de
rescate, en pacientes infectados por VIH previamente expuestos a ITIAN (Antinori y col.,
2006). Estos resultados podrian tener una importante aplicacion en la clinica, como el
beneficio de preservar futuras opciones terapéuticas. Curiosamente en algunas combinaciones
de farmacos, los resultados de los CI difieren dependiendo de la ED considerada (EDso, 75, 90).
Como ejemplo, d4T actla sinérgicamente (EDsp), aditivamente (EDys) y antagonicamente
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(EDgp) inhibiendo la replicacion viral cuando se usa en combinacién con AZT. Este resultado
puede indicar una combinacién efectiva para concentraciones cercanas a la ED50 y ED75
pero no para concentraciones mayores, que son aquellas que deberian ser alcanzadas en la
préctica clinica. De hecho esta combinacion ha mostrado ser antagonica in vitro (Merrill y
col., 1996; Zhu y col., 1996; Hoggard y col., 1997), quizé& debido a la competicién entre los
dos farmacos que comparten la misma enzima durante el proceso de fosforilacion.

Como conclusidn, este estudio describe un ensayo viable, reproducible y relevante que
permite evaluar combinaciones de dos farmacos. Los resultados permiten definir efectos
sinérgicos, antagonicos o aditivos entre diferentes combinaciones de ITIANs. Los datos
observados correlacionan con los datos clinicos, particularmente cuando combinaciones

antagdnicas de ITIANSs se usan in vivo junto con un tercer componente de baja potencia.

2.3. Estudio de la capacidad replicativa de virus resistentes a

antirretrovirales.

La replicacion del VIH durante el tratamiento antiretroviral provoca la aparicion de
variantes resistentes en la mayoria de los pacientes. Todos los farmacos antiretrovirales
disponibles, tanto los inhibidores de la PR y la RT, como los inhibidores de fusion,
seleccionan mutaciones que confieren altos niveles de resistencia (Gallant y col., 2003;
Menendez-Arias y Este, 2004). Aunque estas mutaciones proporcionan una ventaja para
replicar en presencia de la presion farmacoldgica, en ocasiones emergen variantes portadoras
de mutaciones de resistencia que conllevan una pérdida de la capacidad replicativa
(Quinones-Mateu y Arts, 2002). En este sentido, se ha descrito que esta pérdida de capacidad
replicativa es un factor importante que contribuye a suprimir parcialmente la replicacion
durante periodos prolongados de fallo virologico (Deeks y col., 2001). Por tanto, se puede
decir que la terapia antirretroviral sigue proporcionando un beneficio clinico a pesar de las
elevadas reducciones en susceptibilidad a los farmacos. Un mejor conocimiento de esta
correlacion entre los datos virolégicos y clinicos permitiria el uso de la determinacion de la
capacidad replicativa viral in vitro en beneficio clinico. En concreto, una cuestion sin resolver
en pacientes con amplia experiencia farmacoldgica es, qué farmaco deberia mantenerse en
presencia de fallo terapéutico para obtener un “cuello de botella” que seleccione virus con
menor capacidad replicativa. Igualmente es importante determinar qué farmacos deberian ser
retirados por falta de actividad, o por no tener ninguna consecuencia sobre el fitness viral.

Con el objetivo de resolver estas cuestiones es necesario superar dos obstaculos: el desarrollo
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de métodos que permitan medir el impacto diferenciado de las mutaciones de resistencia,
tanto de la PR como de la RT, sobre la capacidad replicativa, y la relacion entre pérdida de
capacidad replicativa y evolucidn clinica. En este trabajo hemos afrontado la primera cuestion
disefiando un método nuevo que permite valorar de manera indistinta las mutaciones en el gen
pol, PR o RT.

Aunqgue la mayoria de los métodos para medir la capacidad replicativa se basan en
ensayos de competicion viral (Quinones-Mateu y Arts, 2006), su complejidad y larga
duracion han favorecido el uso de métodos basados en un solo ciclo de replicacion que
pueden adaptarse a la practica clinica. Estos métodos se suelen basar en el clonaje de la region
gendmica de interés dentro de un clon de referencia, en vez de usar los aislados naturales del
paciente infectado por VIH y obtenidos mediante cocultivo en PBMCs. El uso de virus
recombinantes, que Unicamente presentan las secuencias de los genes diana del tratamiento,
elimina el efecto de posibles interacciones epistaticas que previamente se ha descrito
modifican el fitness viral (Bleiber y col., 2001; Gatanaga y col., 2002; Robinson y col., 2002).
Sin embargo, los resultados con estos sistemas correlacionan en buena parte con las medidas
realizadas in vivo (Prado y col., 2002; Weber y col., 2003). Ademas, estos sistemas de virus
recombinantes suelen estar basados en vectores de un unico ciclo de replicacion que contienen
un gen indicador como luciferasa o B-galactosidase, que permite cuantificar la replicacion
viral (Deeks y col., 2001; Wrin y col., 2001).

En esta parte del trabajo hemos adaptado nuestro sistema de virus recombinantes para
medir el impacto de las mutaciones en la PR y/o la RT sobre el fitness viral. Como ya se ha
descrito, este método combina la sensibilidad de la amplificacion del ARN a partir del plasma
viral, junto con el clonaje directo de estas secuencias derivadas del paciente dentro de un clon
proviral defectivo para dicha secuencia, minimizando la posibilidad de seleccionar
subpoblaciones virales. De momento, como el clon de referencia es de subtipo B, s6lo se ha
comprobado que es eficaz para muestras de este subtipo que es el mayoritario en Espafia. Sin
embargo, se esta analizando en el laboratorio si se podria adaptar al estudio de otros subtipos
del VIH-1.

Las propiedades replicativas de estos virus recombinantes permiten monitorizar la
infeccion viral a través de la actividad luciferasa. Estos ensayos se pueden realizar no sélo en
MT-2 sino también en PBMCs, lo que puede representar una ventaja en ciertas situaciones
experimentales (Figura 13). Ademés, hemos sido capaces de determinar pérdidas en la
capacidad replicativa de virus con mutaciones de resistencia previamente descritas, tanto

introducidas por mutagénesis dirigida como derivadas de pacientes (White y col., 2002; Deval
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y col., 2004). Una ventaja de nuestro sistema en comparacion con los sistemas de un unico
ciclo de replicacion, es una mayor capacidad para detectar pequefias diferencias en fitness
viral. Como se observa en la figura 20 las diferencias en la capacidad replicativa fueron méas
evidentes cuando los cultivos se mantuvieron hasta 72 horas que cuando se mantuvieron a 24
horas.

Los cambios descritos en el gen de la envuelta por los inhibidores de fusion, han mostrado
resultados contradictorios acerca de su impacto en la capacidad replicativa (Lu y col., 2004;
Menzo y col., 2004). En contraste con esto, existen fuertes evidencias de que las mutaciones
en el gen pol tienen un gran efecto sobre el fitness viral (Weber y col., 2006). El sistema
desarrollado en este trabajo se ha usado para analizar la contribucién de las mutaciones en la
PR y/o la RT en la capacidad replicativa del VIH. Como ya se ha descrito previamente se
obtuvo un amplio rango de valores de capacidad replicativa en virus sensibles a farmacos
(Wrin y col., 2001) y consideramos la media de estos valores mas apropiada como control,
que el clon de referencia del laboratorio. Como era de esperar el andlisis de los virus
resistentes a farmacos, mostré una fuerte reduccion o disminucion en la capacidad replicativa
en comparacion con los virus sensibles a farmacos (Figura 22). Cabe destacar que el clonaje
de las poblaciones virales se realizd cuando los pacientes aun estaban bajo tratamiento
antiretroviral para evitar la emergencia de virus WT o virus con un menor nimero de
mutaciones que pudieran alterar los resultados de capacidad replicativa. Ademas, para valorar
la estabilidad de las secuencias derivadas de pacientes incluidas en los virus recombinantes, se
secuenciaron las poblaciones virales obtenidas en cultivo después de tres pases seriados en
MT-2, y no se observé ninguna reversion de las mutaciones asociadas con resistencia (datos
no mostrados).

La mayoria de los pacientes analizados presentan mutaciones de resistencia que se han
asociado a una disminucion de la capacidad replicativa. Sin embargo, en algunos pacientes no
se ha observado una clara correlacién entre el nimero o el tipo de mutaciones asociadas a
resistencia y la capacidad replicativa, sugiriendo que existen mutaciones compensatorias de la
capacidad replicativa atn no descritas. Por lo tanto, estos datos muestran que la secuenciacién
del gen pol no es suficiente para realizar conclusiones acerca de la capacidad replicativa, y
sugieren el uso de ensayos funcionales para definir la capacidad replicativa viral. El analisis
realizado mostré diferentes patrones de capacidad replicativa; en unos casos la pérdida de
capacidad replicativa fue debida esencialmente a mutaciones en los genes de la PR o de la RT,
y en otros, a mutaciones en las dos proteinas. En la literatura existen datos que apoyan ambas
posibilidades. Asi, algunos autores defienden que las mutaciones que confieren resistencia a

87



Discusién

los inhibidores de la PR generan mayores reducciones en la capacidad replicativa que
mutaciones con resistencia a los inhibidores de la RT (Croteau y col., 1997; Martinez-Picado
y col., 2000), mientras que en otros trabajos se postula lo contrario (Back y col., 1996; Bleiber
y col., 2001; Deeks y col., 2005). Sin embargo, hay pocos estudios que hayan descrito la
contribucion de los genes de la proteasa y de la RT individualmente a los cambios en la
capacidad replicativa del VIH (Bleiber y col., 2001; Weber y col., 2003). En este estudio, la
pérdida de capacidad replicativa se debid principalmente a mutaciones en la RT en un 50% de
los pacientes. Esta informacién puede ser especialmente importante en pacientes que
presentan multiresistencia y tienen limitadas opciones terapéuticas alternativas. Se ha descrito
que pacientes con baja capacidad replicativa presentan un mayor incremento en células CD4+
que aquellos en los que la capacidad replicativa no se ha visto tan mermada (Haubrich y col.,
2002; Barbour y col., 2004). Asi, varios estudios han sugerido que conservando un régimen
terapéutico inefectivo con el objetivo de mantener un virus resistente con baja capacidad
replicativa, podria reducirse el descenso de células CD4+ asociado con la interrupcion del
tratamiento y la reaparicion de virus WT (Deeks y col., 2001; Barbour y col., 2002). Para
evitar efectos toxicos y retirar los farmacos del tratamiento fallido que no suponen ningln
beneficio para el paciente, es necesario averiguar la contribucion de las mutaciones de la PR o
de la RT a la pérdida de capacidad replicativa, facilitando asi la simplificacion de los
tratamientos. Ensayos clinicos especificos analizando la evolucion de pacientes en fallo
terapéutico con virus que presentan baja capacidad replicativa o retiradas selectivas de
farmacos en tratamientos fallidos podrian demostrar el impacto real de esta pérdida de
capacidad replicativa in vitro sobre el estado clinico final del paciente como sugieren
determinados autores (Deeks y col., 2005).

En resumen, hemos desarrollado un sistema que permite determinar el impacto de las
mutaciones de la proteasa y de la RT en el fitness viral. Ademas, en comparacion con otros
métodos, presenta la ventaja de generar virus recombinantes infectivos que permiten el
seguimiento de la infeccion y valorar de manera méas fiable pequefias diferencias en la
capacidad replicativa. Finalmente, los resultados de este estudio muestran que diferentes
patrones de mutaciones tanto en la proteasa como en la RT tienen un fuerte impacto en la

capacidad replicativa de los virus de pacientes multitratados.
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3. Andlisis de la capacidad replicativa de virus portadores de la
mutacion de resistencia Q151M de forma aislada o0 en

combinacion con la mutacion K65R.

Como ya hemos descrito, el mantenimiento de una buena supresion viral se fundamenta
en la utilizacion de terapias combinadas en las que dos ITIAN suelen ser la base de todos los
tratamientos. La disponibilidad de nuevos ITIAN y su uso en diferentes combinaciones ha
permitido disefiar nuevas pautas terapéuticas. Sin embargo, el beneficio potencial de estas
nuevas combinaciones podria verse limitado por la seleccion de variantes virales con
resistencia a una o mas drogas de esta familia. Este es el caso de las mutaciones: K65R, que
confiere resistencia in vitro a 3TC, ddl, TDF y ABC, manteniendo Unicamente la sensibilidad
a ZDV y d4T; y Q151M, que confiere resistencia a todos los ITIAN excepto al 3TC y al TDF.
Aunque ambas mutaciones presentan una baja frecuencia in vivo (Parikh y col., 2006),
curiosamente, existe una alta asociacion entre ellas (Winston y col., 2002; Valer y col., 2004;
Winston y col., 2004; Segondy y col., 2005). Esta asociacion tiene importantes implicaciones
para el tratamiento, ya que la presencia de estas dos mutaciones genera un alto grado de
resistencia frente a préacticamente todos los ITIAN (Tabla 13), y condiciona, por tanto, el éxito
de la respuesta a cualquier farmaco de esta familia.

Se ha estudiado el impacto sobre el fitness viral de la mutacion K65R sola, y en
combinacion con otras mutaciones como M184V (White y col., 2002; Deval y col., 2004). Sin
embargo, y a pesar de la fuerte asociacion que presenta con la mutacion Q151M, no se habia
estudiado la capacidad replicativa de virus que presentaran estas dos mutaciones. Para ello,
analizamos la capacidad replicativa, de mutantes puntuales y de virus derivados de pacientes
con dichas mutaciones, con nuestro sistema de virus recombinantes. Ademas, para confirmar
los resultados y evitar posibles alteraciones debidas al gen indicador, realizamos cinéticas de
replicacion y ensayos de competicion con construcciones virales completas carentes de gen
indicador. Las cinéticas de replicacion se realizaron en dos sistemas celulares, MT-2 y
PBMCs, siendo los resultados equiparables. La consistencia de los datos obtenidos con las
diferentes técnicas confirmd los siguientes aspectos: una reduccion en la capacidad replicativa
del 43% para el mutante K65R, del 29% vy del 22% para los mutantes Q151M o Q151Mc
respectivamente, y del 65% para los que presentan ambas mutaciones. La reduccion en la
capacidad replicativa generada por la mutacion K65R coincide con datos previamente
publicados (White y col., 2002; Deval y col., 2004). Sin embargo, la reduccion de la mutacién
Q151M no coincide con lo descrito hasta ahora en la bibliografia (Kosalaraksa y col., 1999;
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Matsumi y col., 2003), aunque si existen evidencias de una menor capacidad de incorporacion
de nucle6tidos en ensayos enzimaticos (Deval y col., 2002; Matsumi y col., 2003; Deval y
col.,, 2004). Lo mas destacable es la marcada pérdida de capacidad replicativa de la
combinacion de estas dos mutaciones. Este dato puede tener cierta relevancia clinica, teniendo
en cuenta las escasas opciones terapéuticas de pacientes infectados con virus que presenten
este patron de mutaciones. Seria interesante comprobar si, como ocurre con la mutacién
M184V, esta bajada de fitness podria asociarse con una menor progresion y un mejor
pronostico de la enfermedad (Turner y col., 2004). Por otro lado, es importante destacar la
capacidad de nuestro sistema para discernir cambios en el fitness viral. Aungue de las técnicas
utilizadas, el ensayo de competicion ha sido el método mas sensible en la medida relativa del
fitness, como han descrito otros autores (Kosalaraksa y col., 1999; Garcia-Lerma y col.,
2000), la laboriosidad para mantener una multiplicidad baja de infeccion que minimice la
recombinacion y maximice la competicion entre las variantes virales, junto con el largo
tiempo de ensayo Y el coste de la estimacién de cada una de las poblaciones, hacen de este
sistema una dificil herramienta para la practica clinica.

En los Gltimos afios, la prevalencia de la mutacion K65R ha ido aumentando (Valer y col.,
2004; Winston y col., 2004; Parikh y col., 2006) acorde a la introduccion del TDF (Kagan y
col., 2004) y el mayor uso de otros ITIANs como el ABC. Este incremento en la frecuencia de
la mutacion K65R y su asociacion con Q151M, ha planteando preguntas acerca de la
evolucion y la asociacion al tratamiento de estas dos mutaciones. Se ha planteado si la
presencia de la mutacion K65R podria favorecer la seleccion de la Q151M, lo que
representaria un escenario muy poco favorable para el futuro. En colaboracion con
laboratorios Virco hemos realizado un analisis de la evolucion de frecuencias en sus bases de
datos de las mutaciones K65R y Q151M entre los afios 2001 y 2006. En dicho analisis se
observa que el aumento en la mutacion K65R no se asocia con un incremento en el nimero
absoluto ni en la proporcion de dobles mutantes, K65R+Q151M. Si la mutacién K65R
facilitara la emergencia del complejo Q151M, como sugiere la alta asociacion de ambas
mutaciones en las bases de datos, seria esperable que dicha proporcién se mantuviera a lo
largo del tiempo. Sin embargo, mientras que en el afio 2000, de las muestras con K65R el
48% presentaban el complejo Q151M, en el afio 2006 s6lo el 21% de las variantes
presentaban esta asociacion, que no sélo no se mantiene sino que disminuye. Por el contrario,
de las muestras con Q151M, el porcentaje de pacientes con K65R fue aumentando de un 17%
en 2000 a un 29% en 2006. A partir de estas observaciones nuestra hipétesis es que la
aparicion previa de la mutacion K65R podria dificultar la aparicién del complejo Q151M,
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pero la presencia de Q151M si permitiria la seleccion de K65R (Figura 30). Esto implicaria
que los dobles mutantes aparecidos antes de la introduccion de TDF en la clinica se habrian
originado a partir de virus que habian desarrollado previamente la mutacion Q151M.
Paraddjicamente, la introduccion de TDF que selecciona la mutacién K65R modificaria la
evolucion de este patron de resistencias en el VIH al dificultar esta mutacion la emergencia
del complejo Q151M. Existen otras hipétesis alternativas entre las que hay que considerar que
la emergencia del complejo Q151M puede requerir un periodo méas largo de exposicion a
ITIAN o que los farmacos que seleccionan dicho complejo, especialmente ddl, se utilizan
menos en el momento actual.

Para apoyar esta hipGtesis realizamos una serie de experimentos en colaboracion con el
Dr. Luis Menéndez-Arias del Centro de Biologia Molecular “Severo Ochoa”. Como la
mutacion Q151M ocurre a través de un intermediario Q151L que replica pobremente en
comparacion con el virus salvaje o con el virus mutante Q151M (Kosaralaksa y col., 1999;
Garcia-Lerma y col., 2000), analizamos el impacto de la mutacion K65R en la replicacion de
un virus portador de la mutacion intermedia Q151L para verificar si esta combinacion
dificulta la seleccion de Q151M. Para comprobar esta posibilidad se construy6 el doble
mutante K65R/Q151L y se valord su capacidad replicativa mediante el sistema de virus
recombinantes y mediante cinéticas de replicacion. Paralelamente al estudio de nuestros
mutantes virales en cultivo, el Dr. Luis Menéndez-Arias valoré la actividad enzimética de la
RT de estos mismos mutantes mediante ensayos de elongacion y estudios de estado pre-
estacionario (Cases-Gonzéalez y Menéndez-Arias, 2005; Mendieta y col.,, 2007). Los
resultados de replicacion in vitro mostraron que el doble mutante Q151L/K65R era
practicamente inviable y no pudimos detectar replicacion del mismo en cultivo. Incluso en
presencia de la mutacion compensatoria S68G, este mutante presenta una capacidad
replicativa por debajo del mutante Q151L (Figura 28). De acuerdo con estos resultados, los
experimentos bioquimicos mostraron que la enzima mutante en las posiciones K65R/Q151L
presenta una actividad polimerasa menor en comparacion con la enzima Q151L (Figura 29A),
que viene explicada por la baja eficacia catalitica de la enzima RTgsr+q1511, qUE €S tres veces
menor que la de la RTg1s1. (Figura 29B).
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50uM  10upM  2uM  0.4uM  0.08uM[dNTPs]

4 3 4 3 3 Eficiencia
SETEEYsETEEY 5E 7 Enzimas  kpo (s!)  Ka(MM)  kpo/Kg(s™ pM™)  catalitica
AR B - z relativa®

WT 17.4+1.4 13.6+3.3 1.28 1.0

K65R 98+10 10.9+3.9 0.90 0.7

Q151M 18.2+1.3 12.8+3.2 1.42 1.1

K65R/Q151M 9.1+0.6 10.6* 3.9 0.86 0.7

Q151Mc 141+1.4 13.3+47 1.06 0.8

K65R/Q151Mc 11.0+1.0 14.7+3.9 0.75 0.6

Q151L 9507 18+ 4.3 0.52 0.4

K65R/Q151L 4.2+03 233%57 0.18 0.14

Figura 29. A. Ensayo de elongacidn del cebador con las RTs WT, Q151L y K65R+Q151L a las concentraciones
de dNTPs indicadas. B. “La eficiencia catalitica relativa se calcul6 dividiendo el valor de kpol/Kd de la enzima

mutante entre la kpol/Kd de la enzima WT.

A estos datos se sumaria el hecho de que virus portadores de la mutacion Q151L son
hipersusceptibles a TDF y que virus que combinan las mutaciones K65R y Q151L son
sensibles a Tenofovir (Tabla 13). Esto dificultaria ain méas la emergencia de dobles mutantes
ya que el intermediario Q151L resensibiliza a TDF el virus resistente K65R, con lo que este
intermediario se haria sensible al tratamiento y se dificultaria su replicacion hasta generar la
variante Q151M sobre una mutacion K65R previa. En resumen, estos experimentos y
observaciones sugieren que la asociacion de las mutaciones K65R y Q151M se producen por
emergencia de la mutacion K65R a partir de un mutante Q151M que favoreceria este cambio
por mecanismos aun desconocidos. El itinerario contrario, generacion de la mutacion Q151M
a partir de un virus portador de la mutacion K65R, se encontraria paradéjicamente dificultado.
La introduccién de un farmaco que como el TDF selecciona la mutacién K65R modificaria la
evolucion de los patrones de resistencia al VIH como sugieren los andlisis de la base de datos
de Virco (Figura 30).

K65R — KB5R+Q151L

WT K65R+Q151M

N _ZToE

Q151L —— Q151M

Figura 30. Modelo de las vias de seleccién de la combinacion de mutaciones K65R+Q151M.

92



CONCLUSIONES

93



Conclusiones

1. Se ha desarrollado un sistema que permite la obtencion de virus quiméricos
recombinantes de ciclo multiple portadores del gen pol del VIH-1 amplificado a partir de
plasma de pacientes.

2. Hemos aplicado este modelo experimental al estudio de resistencias fenotipicas a
inhibidores de Transcriptasa Inversa (RT) y Proteasa (PR) desarrollando un sistema que es
altamente reproducible, sensible y especifico.

3. En estudios de sinergia y antagonismo de inhibidores de la RT hemos observado que las
combinaciones entre Tenofovir y ddl, 3TC y ddl presentan un efecto antagdnico a las

distintas concentraciones inhibitorias analizadas.

4. Por el contrario las combinaciones entre Tenofovir y AZT o Tenofovir y d4T presentan

un efecto sinérgico a las distintas concentraciones inhibitorias analizadas.

5. Hemos adaptado el sistema de virus recombinantes al estudio del impacto diferencial de
las mutaciones de resistencia a antirretrovirales en la PR o la RT sobre la capacidad

replicativa viral.

6. Utilizando este sistema hemos observado que la pérdida de capacidad replicativa en
virus quiméricos de pacientes en fracaso terapéutico puede ser debida de forma
preponderante a mutaciones en la PR o RT de forma aislada, o al efecto combinado de las

mutaciones en las secuencias de ambas proteinas.

7. La combinacién de las mutaciones K65R y el complejo Q151M en la RT origina una

disminucion en la capacidad replicativa del VIH-1 “in vitro”.
8. La combinacion de las mutaciones K65R y la mutacion intermediaria Q151L origina un

virus con una pérdida casi absoluta de su capacidad replicativa que se asocia con una

disminucion en la eficiencia catalitica de la RT.
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9. Nuestros datos sugieren que la emergencia de la combinacion K65R y Q151M se
produce a partir de la mutacion inicial en la posicion 151 ya que la existencia previa del
mutante K65R dificultaria la emergencia del complejo Q151 M.
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