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SEGUINT LA PISTA DEL VIH

ELS ESTUDIS EVOLUTIUS | LA COMPRENSIO DE LA SIDA

MARIANOEL PEREIRA-GOMEZ, JOAN B. PERIS 1 RAFAEL SANJUAN

El VIH o virus de la immunodeficiéncia humana té un gran impacte sanitari, social i economic; les tera-
pies actuals permeten controlar la infeccié pero no s’ha trobat tractament guaridor ni vacuna efectiva.

Per a aconseguir aquests objectius, ha de tenir-se en compte la gran variabilitat genética i la rapida
evolucio del VIH, associades, per exemple, a l'aparicié de variants de resisténcia a farmacs o de canvis

antigénics.
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QUE ES EL VIH | QUINA IMPORTANCIA TE?

La sida o sindrome de la immunodeficiencia humana
adquirida és un problema de salut publica mundial: des
del descobriment del virus de la immunodeficiéncia hu-
mana (VIH) el 1983 han mort prop de 30 milions de
persones i n’hi ha més de 40 milions d’infectades, la
majoria en paisos en vies de desenvolupament. E1 VIH
és un retrovirus que infecta especificament cellules
del sistema immunitari que expressen el receptor de
membrana CD4, principalment els limfocits T4. Com a
conseqiiencia, causa el debilitament gradual del sistema
immunitari. En fases avancades, provoca l'aparicié de
malalties oportunistes i alguns tipus de cancer carac-
teristics de la sida. En abséncia de
tractament, la mort es produeix de
mitjana uns deu anys després de la
infeccid, encara que hi ha gran va-
riabilitat en el temps de progres-
si6 de la malaltia depenent de les
caracteristiques del virus i del sis-
tema immunitari del pacient. L’es-
tudi de I'evolucié del VIH ha fet
[lum sobre la seua historia natural
pero també sobre els mecanismes
de patogenesi. Mitjancant estudis
evolutius es pot a més tractar de
predir, per exemple, com respon-
dra el virus a la presencia de farmacs, o quines variants
és més probable que es propaguen en un futur. De fet,
els estudis evolutius han tingut un impacte positiu en el
disseny del tractament de malalties humanes en gene-
ral. Per exemple, I’estimaci6 de la taxa de mutaci6 (pro-

«MITJIANCANT ESTUDIS
EVOLUTIUS ES POT
TRACTAR DE PREDIR COM
RESPONDRA EL VIRUS A LA
PRESENCIA DE FARMACS,
O QUINES VARIANTS ES
MES PROBABLE QUE ES
PROPAGUEN EN UN FUTUR»

babilitat d’aparicié de canvis en el material hereditari)
del VIH i del virus de I’hepatitis C va mostrar que cada
dia apareixen en l'interior d’un pacient tots els canvis
possibles d’un sol nucleotid. Per tant, la resisténcia a
farmacs és practicament inevitable llevat que usen tera-
pies combinades que actuen sobre diferents dianes i que
requeresquen de Iaparici6é de multiples canvis genetics
en el virus perque aquest desenvolupe una resisténcia.

ORIGENS | EPIDEMIOLOGIA

Els estudis de variabilitat i evolucié ens han permes sa-
ber que hi ha dos tipus de VIH, el VIH-1 i el VIH-2,
amb distinta procedeéncia geografica i emparentats amb
distints virus de la immunodefi-
ciéncia de simis (VIS). Ambdés es
van originar com a conseqiiéncia
d’una zoonosi, €s a dir, una ma-
laltia que es transmet d’animals a
humans. El VIH-1 es va originar
en els ximpanzés després d’un o
més esdeveniments de recombina-
ci6 entre diferents VIS que perme-
teren saltar la barrera d’especie a
causa de factors ecologics o gene-
tics (Gao et al., 1999), mentre que
el VIH-2 procedeix probablement
de VIS del mangabei gris. El VIH-
1 provoca la majoria de les infeccions i és el més virulent
dels dos tipus. La divergencia observada en el genoma
complet entre el VIH-1 i el VIH-2 és aproximadament
del 40 % al 60 %. Entre distints subtipus de VIH-1 pot
arribar fins al 35 %, mentre que dins del grup M (que

A l'esquerra, Tania Blanco. Cell Maid, 2010. Acrilic sobre taula, 65 cm de diametre.
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Figura 1. A) Abundancia dels distints genotips virals de VIH-1en el mén. El VIH-1 es classifica en grups (M, N, O i P), entre els quals M és ampli-
ament majoritari; dins d’aquest grup es troben els subtipus A, B, C, D, Fi G. A més, s’han descrit diverses formes recombinants circulants en
les poblacions humanes, les més abundants de les quals a escala mundial sén 01_AE, 02_AG i 07_BC.

B) Alineament de sequéncies de distints subtipus de VIH-1d’una regié del gen que codifica per a 'lembolcall. Els asteriscos marquen els llocs

conservats. S’hi pot apreciar directament la gran divergencia.

causa el 95% de les infeccions per VIH) s’ha estimat
que esta entre el 10% i el 30%. Els majors valors de
divergencia s’observen en el gen que codifica per a I'em-
bolcall (env) (Brenner, 2007). En la figura 1 es pot obser-
var I’'abundancia dels diferents genotips de VIH-1 en el
mén i un exemple de la diversitat existent en el gen env
entre els distints genotips de VIH-1.

L’epidemiologia s’ocupa d’estudiar la causa, in-
cidencia, distribucid i control de les malalties en les
poblacions humanes. Des d’un punt de vista aplicat
és important unificar el procés epidemic i ’evolucio
dels patogens, ja siga relacionat amb I’evolucié de la
resisténcia a farmacs o de la viruléncia del patogen, el
disseny de vacunes, o 'emergencia de nous patogens
i malalties transmeses per aquests. D’especial inte-
res és poder comprendre com un patogen pot envair
i propagar-se reeixidament en la poblacié. L'informe
d’ONUSIDA de 2010 mostra que les noves infeccions
per VIH estan disminuint des de final dels anys noranta
en la majoria de paisos afectats a I’Africa subsaharia-
na gracies a mesures preventives com 1’s del preser-
vatiu. Contrariament, en alguns paisos de I’Europa de
I’Est i Asia central la incidéncia del VIH ha augmentat.
A més, el major accés al tractament ha donat lloc a
una disminuci6 significativa de les morts per VIH i la
transmissié vertical o de mare a
fill practicament es pot eliminar
si s’aplica el tractament en les pri-
meres setmanes de I’embaras.

MECANISMES EVOLUTIUS

La mutaci6 origina nova variabili-
tat genética, mentre que la recom-
binacié (en sentit ampli) produeix
gran variabilitat gengtica. Sobre
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«LA TRANSMISSIO DEL
VIRUS DE MARE A FILL
PRACTICAMENT ES POT
ELIMINAR SI S'’APLICA
EL TRACTAMENT EN LES
PRIMERES SETMANES DE
LEMBARAS»

aquesta variabilitat genetica poden actuar factors deter-
ministics (com ara la mutaci6, la migraci6 o la selecci6)
o aleatoris (deriva genética). Alguns virus usen 'ARN
com a material genetic en lloc de ’ADN, i aquests es
caracteritzen per presentar taxes de mutacié particular-
ment elevades. Aquest és el cas del VIH, que usa per a
replicar el seu genoma una polimerasa especial que co-
pia ARN i el converteix en ADN, anomenada transcrip-
tasa reversa. La majoria de polimerases que usen ARN
com a motlle no tenen activitat correctora d’errors i aixo
déna lloc a mutacions, la qual cosa propicia que en una
poblacié viral hi haja variabilitat genética. En la figura 2
es pot observar com varia la taxa de mutaci6 en distints
organismes. La major taxa de mutacié es va descriure
en un viroide de plantes; dins del grup dels virus, els
d’ARN posseeixen les majors taxes de mutacid, seguits
dels virus d’ADN de cadena simple i virus d’ADN de
doble cadena; el VIH té una taxa de mutacié que es tro-
ba dins del rang dels virus d’ARN. Els organismes amb
estructura cellular posseeixen taxes de mutacié unes
100.000 vegades menors que les dels virus ’ARN. Un
altre aspecte molt important en I’evolucié del VIH és
la recombinacid. El virié de VIH posseeix dues copies
del genoma en forma d’ARN i la transcriptasa reversa
posseeix la capacitat de saltar d’'una cadena a l’altra
durant la sintesi de ADN, la qual
cosa déna lloc a molecules recom-
binants (Simon-Loriere i Holmes,
2011). La recombinacié va repre-
sentar un paper clau en 'origen del
VIH i podria originar un nou tipus
de VIH en el futur. La recombina-
cié pot tenir efectes en I'expansio
del rang d’hoste, virulencia del
virus, evasio del sistema immuni-
tari o adquisici6 de resisténcia a
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Figura 2. Relacié entre taxa de mutacié i longitud genomica en dis-
tints organismes. La taxa de mutacié s'expressa com a substitucions
nucleotidiques per generacié (W) i la longitud gendmica en ba-
ses o parells de bases (pb). En verd es representa ['estimacié d'un
viroide, un agent infecciés format per una molécula d’ARN no co-
dificant petita; en blau es representen els virus d’ARN; en groc, els
virus d’ADN de simple cadena, i en celeste, els virus d’ADN de doble
cadena; en gris es representa |'estimacié d’'un bacteri model E. coli,
i finalment es representen dues estimes d’organismes eucariotes.
L'estima de HIV-1 es representa en color roig.

«LA RECOMBINACIO VA REPRESENTAR
UN PAPER CLAU EN L'ORIGEN DEL VIH
| PODRIA ORIGINAR UN NOU TIPUS DE VIH
EN EL FUTUR»
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farmacs. Per exemple, la forma recombinant circulant
01_AE, una vegada es va establir al nord de Tailandia,
va augmentar en freqiiencia i va predominar rapida-
ment en la resta de Tailandia, Laos, Cambotja i Vietnam
(Stephens, 2005). La deriva genetica és el procés pel
qual les freqiiencies al'leliques canvien a l'atzar d’una
generacio a la segiient a causa d’efectes de mostratge en
les poblacions. La intensitat és major com menor és la
grandaria poblacional, i en el cas del VIH ocorre princi-
palment en la transmissi6 entre persones, perque aquesta
comporta colls d’ampolla en la grandaria de la poblacié
viral. De fet esta acceptat que la infeccié per VIH sol
comengar amb la transmissié d’una o poques particules
infeccioses (Keele et al., 2008). Els colls d’ampolla tam-
bé poden océrrer dins del pacient, per exemple, en sub-
divisions tissulars. La seleccié natural, al seu torn, pro-
voca canvis en les freqiiencies al-leliques actuant sobre
mutacions i/0 genomes que influeixen sobre I'eficacia
biologica. La selecci6 pot ser adaptativa o positiva quan
s’afavoreix la fixacié de mutacions que siguen benefici-
oses en determinat ambient, o negativa quan s’eliminen
mutacions deleteries. El sistema immunitari de ’hoste i
els tractaments amb antivirals exerceixen una forta pres-
sié de seleccié sobre el virus, com veurem tot seguit.
Els mecanismes evolutius que actuen sobre les poblaci-
ons virals poden tenir un paper diferent dins de I’hoste i
entre hostes. Per exemple, quan s’observen les relacions
filogenétiques de variants virals del gen env que codifica
per a 'embolcall del virus podem distingir dos patrons
distints; d’'una banda les filogénies intrahoste indiquen
l’acci6é d’una pressié de seleccid, mentre que els arbres
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Figura 3. Dinamica de 'evolucié del gen env del VIH. A) Filogénia intrahoste: l'estructura de les branques de l'arbre és semblant a una escala
i indica l'accié continua d'un procés selectiu produit per 'accié del sistema immunitari o la preséncia d’antivirals en la qual es fixen aquelles
mutacions que sén favorables i s'extingeixen els llinatges que no les porten. B) Filogenies inter-hoste: en aquest cas s'observa la persisténcia
de diversos llinatges al llarg del temps. La forma de l'arbre esta principalment determinada per processos demografics neutrals.
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Figura 4. Mecanisme d’accié de la transcriptasa reversa. A) Representacié esquematica de la incorporacié de 'AZT (rombe blau), un analeg
de nucleosid, durant la sintesi I’ADN viral per part de la transcriptasa reversa que provoca la interrupcié de la sintesi. B) Quan es produeix
una mutacié de resisténcia en el centre actiu de la transcriptasa reversa (per exemple, T215Y), 'enzim mutant discrimina 'AZT i pot continuar

amb la sintesi d’ADN viral.

filogenetics interhoste suggereixen que la deriva té un
paper més important (Grenfell et al., 2004) (figura 3).

EVASIO DEL SISTEMA IMMUNITARI

El sistema immunitari de ’hoste t€ un component in-
nat (inespecific) i un altre d’adaptatiu (especific). La
resposta innata es caracteritza per la febre i la infla-
macié entre altres simptomes, els
quals s6n controlats per processos
com la secrecié de citocines (per
exemple, interferd). En el cas del
VIH, a més, I’enzim APOBEC3G
(una proteina que edita ADN de
cadena simple) participa en la res-
posta innata i provoca mutacions
durant el procés de sintesi ’ADN
viral a partir de ’ARN que inacti-
ven el virus. Per a contrarestar-ne
I’efecte, el VIH va incorporar al
seu genoma un gen denominat
factor d’infectivitat viral (vif) (Kirchhoff, 2010). Quant
a la resposta especifica, en vertebrats hi ha una serie
de gens que codifiquen per al complex major d’histo-
compatibilitat (MHC). Aquest presenta porcions de les
proteines virals denominades epitops, la qual cosa per-
met posar en marxa una resposta immunitaria contra el
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«LA PRESSIO EXERCIDA PER
LA RESPOSTA IMMUNITARIA
ESPECIFICA FA QUE SE
SELECCIONEN MUTANTS
DEL VIRUS AMB CAPACITAT
PER A EVADIR AQUESTA
RESPOSTA»

virus. Les poblacions humanes sén extraordinariament
variables per als gens MHC i per tant reconeixen dis-
tints epitops virals. S’ha demostrat que algunes variants
del MHC permeten respondre millor a la infeccié que
altres i estan associades a una progressié més lenta de
la malaltia (Buckheit III et al., 2012). Per a entendre
aixo, és necessari considerar ’evolucié del VIH dins
dels pacients. La pressié exercida per la resposta im-
munitaria especifica fa que se se-
leccionen mutants del virus amb
capacitat per a evadir aquesta res-
posta. No obstant aix0, aquestes
mutacions poden comprometre
la capacitat del virus per a dur
a terme el seu cicle infeccids si
afecten regions importants de les
proteines virals (regions conser-
vades). Sén precisament aquelles
variants del MHC capaces de re-
coneixer epitops virals en regions
conservades les que estan asso-
ciades a un millor pronostic.

RESISTENCIA A ANTIVIRALS

Com que els virus sén parasits intracel-lulars obligats i
usen la maquinaria cel-lular, és complicat trobar com-
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El VIH pot provocar l'aparicié de malalties oportunistes i alguns ti-
pus de cancer caracteristics de la sida. En abséncia de tractament,
la mort es produeix de mitjana uns deu anys després de la infeccid,
encara que existeix una gran variabilitat en el temps de progressié de
la malaltia. En la imatge, anticos huma d’un pacient infectat amb VIH.

«UNA DE LES DIFICULTATS PER AL
DESENVOLUPAMENT D'UNA VACUNA
CONTRA EL VIH-1 ES L'ELEVADA
VARIABILITAT GENETICA | LA RAPIDA
EVOLUCIO DEL VIRUS»

El mapa, realitzat el 2008, mostra el nombre d'infeccions (en roig)
per area geografica (en negre). Cada quadre roig equival a 50.000
infeccions. Les noves infeccions per VIH estan disminuint des de
finals dels anys noranta en la majoria de paisos afectats a 'Africa
subsahariana mercés a mesures preventives com l'Gs del preserva-
tiu. Contrariament, en alguns paisos d’Europa de 'Est i de ['Asia cen-
tral la incidéncia del VIH ha augmentat.
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Aminoacid Aminoacid introduit
i posicio per mutacié
M4 L
K65 R
D67 N, G, E
T69 D
K70 R, E
L74 vV, 1
V75 M, T, A, S
F77 L
Y15 F
F116 Y
QI51 M
M184 Al
L210 W
T215 Y,F1,S,C D, V,E
K219 Q, E,N,R

Taula 1. Exemples de mutacions de resisténcia a antivirals analegs de
nucleosids inhibidors de la transcriptasa reversa.

postos que Unicament afecten l’activitat viral, ja que
també poden afectar negativament les cel'lules hoste.
Una aproximaci6 al disseny de nous farmacs consisteix,
doncs, a identificar els passos especificament virals del
cicle infecciés. La transcriptasa reversa i la proteasa
encarregada de processar la poliproteina codificada pel
VIH s6n dianes ideals, atés que son exclusives del virus.
El primer compost contra la transcriptasa reversa que
va mostrar efectivitat va ser 1’azotimidina (AZT), un
analeg de nucleosid amb estructura semblant a la dels
nucleotids que componen PADN. Quan en la cel-lula és
present PAZT, la transcriptasa reversa I’afegeix per error
a la cadena d’ADN de nova sintesi, cosa que interromp
la sintesi (figura 4). No obstant aix0, es va observar que
després d’un o dos anys de tractament, els pacients amb
VIH deixaven de respondre i la malaltia continuava
progressant. La resisténcia es devia a mutacions en el
gen de la transcriptasa reversa, que eren convergents,
és a dir, apareixien en poblacions virals de diferents
pacients. Algunes de les mutacions descrites localit-
zades en el centre actiu de la transcriptasa reversa son
L74V 1 T215Y (la nomenclatura indica el canvi d’ami-
noacid i la posici6 en que ocorre) (Bennett et al., 2009)
(taula 1); a més algunes causen resisténcia encreuada
a altres antivirals analegs de nucleosid (Margeridon-
Thermet i Shafer, 2010). A causa d’aix0, la composicié
genetica de la poblacié de VIH va canviar amb el temps,
en resposta a la presencia de 'AZT. Aixo €s un clar
exemple d’evolucid per seleccié natural. Conseqiient-
ment el tractament actual consisteix en combinacions
de tres o quatre farmacs que inclouen inhibidors de la
transcriptasa reversa i de la proteasa. Aquesta terapia
combinada és molt efectiva per bloquejar la replicacié
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HIV Drug Resistance Database (<http://hivdb.stanford.edu/>).
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El major accés al tractament ha donat lloc a una disminucié significativa de les morts per VIH. En la imatge, un cartell a Zambia recorda a la

poblacié la importancia de fer-se les proves del VIH.

del virus i reduir la carrega viral en la sang. No obstant
aix0, com que el virus esta latent en algunes cel-lules, el
bloqueig no és total, i aix0d permet que, potencialment,
puguen apareixer particules virals resistents, la qual
cosa impediria I’eradicaci6 del virus.

DISSENY DE VACUNES

Una vacuna indueix la resposta immunitaria especifica
cellular i humoral de manera que l'individu vacunat
desenvolupa una memoria immunitaria que li permet
combatre millor el patogen. Tradicionalment s’han usat
distintes estratégies com els patogens inactivats (per
calor o quimicament), atenuats, o compostos que els pa-
togens presenten en la seua superficie que actuen com a
determinant antigénic i s6n reconeguts per les cel-lules
del sistema immunitari. La vacunacié ha tingut gran
eéxit en la prevencio i control de diverses malalties com
ara la poliomielitis, la verola, el xarampid, la rubéola o
la grip. En canvi, encara no s’han desenvolupat vacunes
eficaces contra el VIH-1 o el virus de I’hepatitis C. Una
de les dificultats per al desenvolupament d’una vacuna
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contra el VIH-1 és I'elevada variabilitat genetica i la ra-
pida evoluci6 del virus. Com que el VIH-1 mostra una
variabilitat tan gran, sobretot en el gen que codifica per
a la proteina de ’'embolcall, una vacuna que protegesca
contra un subtipus determinat podria no protegir o pro-
tegir parcialment contra altres subtipus del virus. No
obstant aixo, els estudis epidemiologics assenyalen que
una vacuna amb una baixa eficacia podria disminuir
la incideéncia del VIH-1 en un percentatge significatiu
(ONUSIDA, 2010). En aquesta linia, destaca l’estudi
dut a terme I'any 2009 en la poblaci6 tailandesa. Els
resultats de la fase III d’assajos clinics van mostrar
una eficacia del 30% en la protecci6é contra el VIH.
La vacuna consistia en la combinacié d’un vector que
expressa immunogens (substancies que indueixen la
resposta immunitaria adaptativa) del VIH-1 i una ver-
si6 recombinant de la proteina de ’'embolcall (Rerks-
Ngarm et al., 2009). Encara que aquest resultat no és
prou per a aplicar de manera generalitzada la vacuna,
déna pistes per saber cap a on han d’orientar-se noves
investigacions per a millorar la resposta immunitaria
mitjancant noves construccions, 1’ds de diverses dosis

Jon Rawlinson




La sida és un problema de salut publica mundial: des del descobri-
ment del VIH 'any 1983 han mort aproximadament 30 milions de
persones i hi ha més de 40 milions d’infectades, la majoria en paisos
en vies de desenvolupament. En la imatge, l'edifici del Secretariat de
'ONU, a Nova York, llueix un llag roig per demostrar el compromis
de l'organitzacié en la lluita contra la sida. La foto va ser presa el
23 de juny de 2001, durant la celebracié d’'una assemblea especial de
'ONU per abordar els problemes relacionats amb aquesta malaltia.

«S’THA ACOMPLERT EN GRAN MESURA
L’'OBJECTIU DE DESENVOLUPAR FARMACS
ANTIVIRALS EFICACOS,

NO OBSTANT AIXO, L'OBTENCIO D'UNA
VACUNA EFICAC SEMBLA LLUNYANA>»

UN Photo/EskinderDebebe
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o fins i tot 'administracié de més i millors adjuvants
(potenciadors de la resposta immunitaria) que se sub-
ministren junt amb aquesta.

CONCLUSIONS | PERSPECTIVES DE FUTUR

Per la importancia de la sida, s’han destinat molts recur-
sos economics per a estudiar el VIH. Els principals ob-
jectius dels grups d’investigacié sén desenvolupar far-
macs antivirals eficacos i una vacuna. S’ha acomplert en
gran manera el primer objectiu, perd, no obstant aixo,
l'obtencié d’una vacuna efica¢c sembla llunyana. L'alta
variabilitat del VIH, a causa de I’elevada taxa de muta-
cié i recombinacid, junt amb la laténcia que caracteritza
la infeccid, el fa especialment dificil de combatre. Per
tant, el coneixement i la comprensié dels mecanismes
evolutius que governen ’evolucié del VIH sén clau per a
saber no sols com es va originar la malaltia, siné també
com es desenvolupa, com tractar-la, com pot canviar en
el futur i, idealment, com eradicar-la.
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