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ABREVIATURAS:

ADN: dcido desoxiribonucleico

APOBEC: apolipoprotein B mRNA editing
enzyme, catalytic polypeptide-Iike.

ARN: dcido ribonucleico.
ARNm: ARN mensajero.
ARNTt: ARN de transferencia.

CCL2 -2518: polimorfismo en la
posicion 2518 de la quimioquina CCL2.

CCR2-V64I: polimorfismo en la posicion
64 del receptor CCR2

CDC: Center for ODisease Control.
Centro para el control de |las

enfermedades.

CEESCAT: Centre d'Estudis
Epidemiologics sobre la SIDA de
Cataluya

CTL: Cytotoxic T-Lymphocyte.

Linfocito citotdxico.

CX3CL1-2999C: polimorfismo en la
posicién 2999 de la quimioquina CX3CL1.

CX3CL1-3042C: polimorfismo en la
posicion 3042 de la quimioquina CX3CL1.

CX3CR1-T280M: polimorfismo en la
posicion 280 del receptor CX3CR1.

CX3CR1-V249I: polimorfismo en la
posicién 249 del receptor CX3CRI.

DAC: Citotoxicidad celular dependiente
de anticuerpos

EDTA: Ethylenediaminetetraacetic
Acid. Acido etilendiaminotetracetico.

ELISA:Enzyme Linked ImmunoSorbed
Assay. Ensayo por inmunoabsorcion
ligado a enzimas.

ENI: Expuesto no infectado.
gp: Glicoproteina.

GPCR: & Protein Coupled Receptor.
Receptor acoplado a la proteina 6.

HLA:  Histocompatibility Leukocyte
Antigen. Antigeno de
histocompatibilidad.

HTLV-2: Auman T-lymphotrophic virus
type 2. Virus linfotrépico humano de
las células T tipo 2.

IFN: Interferdn
IL: Interleuquina

KIR: Killer cell immunoglobulinlike
receptors. Receptor de células NK

LTNP: Long-Term Non-Progressor. No
progresores a largo plazo.

LTR: Long Terminal Repeat.
Repeticiones de fragmentos ferminales.

MCP-1: Monocyte chemotactic protein-
1 Proteina 1 quimiotdctica para
monocitos.

MIP-1a: Macrophague inflammatory
protein la. Proteina inflamatoria de los
macrofagos la.

MIP-1p:  Macrophague inflammatory
protein Ip. Proteina inflamatoria de los
macrofagos 1p.

NK: Natural Killer. Célula asesina
natural.
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NF-kB: ANuclear factor kB Factor de
transcripcion nuclear kB.

NSI (cepas):Non Syncytium Inducing.
No inductoras de sincitios.

OMS: Organizaciéon Mundial de la Salud.

ONUSIDA: Programa conjunto de las
Naciones Unidas sobre el VIH/SIDA.

pb: pares de bases.

PCR:  Polymerase Chain Reaction.
Reaccidon en cadena de la polimerasa.

RANTES: Regulated on Activation
Normal T Cell Expressed and Secreted.

RFLP: Restriction Fragment Length
Polymorphism. Fragmento de restriccion

de longitud polimérfica.

SDF-1: Stromal Derived Factor type 1.
Factor tipo 1 derivado del estroma.

SI (cepas):  Syncytium  Inducing.
Inductoras de sincitios.

SIDA: Sindrome de Inmunodeficiencia
Adquirida.

10

SNP: Single nucleotide polymorphism.
Polimorfismo de nucledtido simple.

TARGA: tratamiento antiretroviral de
gran actividad.

TFIID:  Transcription Factor IID.
Factor de transcripcién IID.

TI: Transcriptasa inversa.

TNF: Tumor necrosis factor. Factor
de necrosis tumoral

UTR: Untranslated region. Region no
traducida.

VHC: Virus de la hepatitis C.
VHG: Virus de la hepatitis 6.
VHS-2: Virus herpes simple tipo 2.

VIH-1: Virus de la inmunodeficiencia
humana tipo 1.

VIH-2: Virus de la inmunodeficiencia
humana tipo 2.

VIS: Virus de la inmunodeficiencia del
simio.
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1.1.- El Virus de la inmunodeficiencia humana

1.1.1.- Historia

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) es el causante de la pandemia mundial
del sindrome de la inmunodeficiencia adquirida (SIDA) y forma parte de la familia
Retroviridae la cual engloba un nimero importante de virus. Todos ellos son similares en
cuanto a organizacion genémica, estructura y ciclo replicativo.

De los distintos géneros de retrovirus hay dos que engloban especies que infectan a
seres humanos: los lentivirus y los deltarretrovirus. Dentro del género de los lentivirus
se encuentran los virus de la inmunodeficiencia humana'.

Actualmente se conocen dos retrovirus capaces de producir inmunodeficiencia en
seres humanos, VIH-1y VIH-2. El mds extendido y virulento es el VIH-1, cuyos tres
grupos filogenéticos derivan de virus muy semejantes encontrados en los chimpancés.
Se ha demostrado que este virus procede del virus de chimpancé VIScpz, que ha
cruzado la barrera de las especies y ha infectado a la poblacion humana al menos en tres
ocasiones distintas y ha dado lugar a tres grupos distintos de VIH-1: el grupo M, que es
el mayoritario en la pandemia del SIDA, y otros dos grupos menos extendidos: el O (de
outlier o marginal), del que se han descrito varios centenares de casos, y el grupo N, del
que sélo hay seis casos censados. El VIH-2 es menos virulento y estd extendido
principalmente en Africa occidental. Los monos de cara tiznada o mangabeis estdn
ampliamente infectados por VIS y son el reservorio del VIH-2° Los andlisis
filogenéticos demuestran 8 grupos de VIH-2 que derivan de otras tantas introducciones
en el hombre a partir de mangabeis de cara tiznada®.

14—9

Los primeros casos de SIDA se describieron en Los Angeles en junio de 1981*° y en

diciembre del mismo afio se caracterizé como entidad nosoldgica’®'?. En 1983 se

17
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identificé un nuevo retrovirus del cual se demostrd su implicacion etioldgica en el SIDA
y se denoming virus de la inmunodeficiencia humana®. Sin embargo, el origen del VIH
precede en al menos cinco décadas a su identificacion como agente causal de la

enfermedad™.

1.1.2.- Estructura de los virus de la inmunodeficiencia humana

El VIH-1 es una particula esférica de 80 a 100 nm, con una estructura en tres capas:
la interna o nucleoide, que contiene dos hebras completas de ARN mds la nucleoproteina
y las enzimas viricas, una cdpside icosaédrica y una envoltura derivada de la célula
huésped, donde se insertan las glicoproteinas (gp) y los antigenos de histocompatibilidad

de clases Iy IT que derivan de la célula huésped™ (Figura 1).

Figura 1. Estructura del VIH-1

gp1208™ Transcriptasa

inversa

gpa1env

Bicapa
lipidica

ARN
monocatenario

pogad

p179239

El genoma del virus es un ARN de cadena Unica formada por dos hebras idénticas, de
polaridad positiva, de 9,6 kilobases de longitud. Las dos moléculas de ARN estdn
fisicamente unidas mediante puentes de hidrdgeno en sus extremos 5'. La organizacion

16,17

genémica de los retrovirus es siempre la misma: 5'-gag-pol-env-3' y, ademds,

18
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dependiendo del tipo de retrovirus, hay genes adicionales, reguladores y accesorios, que
en el caso del VIH-1 son 6: tat, rev, nef, vif, vpr y vpu. (Figura 2 y Tabla 1).

En ambos extremos del genoma se encuentra una secuencia repetida (regién LTR) de
entre 18 y 250 nucledtidos segln la especie. A continuacion, y siguiendo el sentido 5'-3',
hay una regién no codificante Unica (U5), que es la primera en transcribirse y que
formard el extremo 3' del provirus. Después viene la regién de unién del primer ARNt
especifico, la regidn lider, los genes que codifican para las proteinas del virus, la cola de

polipurinas y la regién U3, que formard el extremo 5' del provirus.

Figura 2. Genoma del VIH-1y proteinas que codifica

Poliproteina 55kD Gag

. ” Precursor gp160
160 kD proteina de fusion GagPol o
.
Tabla 1. Genes y proteinas del VIH-1
P .
gen proteina  funcién
env gp160 Paliproteina pracursora
gp120(SU) Proteina de la envuelta viral. Interaccidn con el receptor CD4
apd1 (TM) Fusidn de membranas
[ Paliproteina precursora
gag p24 (CA) Proteina de la capsida
P17 (MA) Proteina de la matnz
pT(NC) Proteina de la nucleccapsida
P& Ribonucleopreteina, esencial para |a encapsidacion viral
pol Transcriplasa Retrotranscripcion,
inversa (RT) Actividad ARNasa H
Integrasa (IM) Integracion
Proteasa (PR} Procesamiento postraduccional de las poliproteinas gag y gag-pol
tat Tat Elongador del ARN mensajero
Transactivador
rev Rav dal ¥ pro i dal ARNm
nef Neaf Regulacidn negativa da CD4 y HLA de
dase | Aumento de ia infectividad viral
Incremento de la retrotranscripcion
vif Wif Aumenta |a infectividad viral
vor pr Transactivadar viral
P Transporte del complejo da preintegracion al nucleo
Parada del ciclo celular
vpu Vpu Secuestro de CD4 en &l reticulo endoplésmico
P Aumenta la generacién de viriones

19
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1.1.3.- Epidemiologia de la infeccion:

Desde 1981, cuando se detectaron los primeros casos de lo que posteriormente se
denominaria SIDA*?, mds de 60 millones de personas han sido infectadas por el virus y
actualmente es una de las causas mds importantes de muerte en todo el mundo. La
epidemia ha ido creciendo de forma exponencial en muchos paises y se ha extendido a
todas las dreas del planeta, del tal modo que actualmente es posible hablar de pandemia
del VIH.

La OMS / ONUSIDA en su balance sobre la situacién de la epidemia del SIDA en
Diciembre de 2007, estimé que el nimero de personas vivas infectadas por el VIH en
2007 alcanzé la cifra de 33.2 millones™. Asi mismo, se calcula que cada dia 6.800
personas contraen la infeccién por el VIH y mds de 5.700 fallecen a causa del SIDA vy,
se estima que el nimero de fallecidos en 2007 por esta infeccién fue de 2.1 millones
(Figuras 3y 4). Por este motivo, la pandemia del VIH constituye uno de los desafios mds
importantes en enfermedades infecciosas para la salud plblica. No obstante, la
evaluacion epidemioldgica actual presenta elementos alentadores, ya que sugiere que la
prevalencia de infeccion por el VIH se mantiene estable aunque el nimero general de
personas que viven con el VIH sigue aumentando debido a la acumulacion continua de
nuevas infecciones con periodos mds prolongados de supervivencia, medidos en una

poblacién general en constante crecimiento.

Figuras 3 y 4. Prevalencia mundial de SIDA

@ UNAIDS ) Seeiion @ UNAIDSE :
Adults and children estimated to be living with HIV, 2007 Adults and children estimated to be living with HIV, 2007
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La tasa de nuevas infecciones por el VIH ha disminuido en varios paises pero, a nivel
mundial, el aumento de nuevas infecciones en otros paises contrarresta, al menos en
parte, esta tendencia favorable. Africa subsahariana continua siendo la regién mds
afectada por el VIH y, en 2007, le correspondieron el 67% de todas las personas que
viven con le VIH y el 72% de los fallecimientos a causa del SIDA. Se estima que, en
Africa Meridional, la expectativa de vida se ha reducido a niveles existentes en 1950 vy,
en la actualidad es inferior a los 50 afios en la regién (Figura 5). En cambio, la epidemia
de VIH en Europa Occidental y Asia, de impacto epidemioldgico menor, casi no

afectaron las tendencias en la expectativa de vida de esas regiones.

Figura 5: Expectativa de vida en el momento de nacer
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Un aspecto que ha modificado la epidemiologia de la infeccion es la implantacion del
tratamiento antiretroviral. Es de destacar que a medida que ha ido aumentando el
acceso al tratamiento en los Ultimos diez afios, ha ido disminuyendo el nimero de

fallecimientos por SIDA.
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En la dltima actualizacién sobre vigilancia epidemioldgica del VIH en Espafia
presentada por el Centro Nacional de Epidemiologia (Instituto de Salud Carlos IIT), que
cuenta con datos que provienen de 8 Comunidades Autonomas que aportan la informacién
imprescindible de los casos recogidos en el quinquenio 2003-2007, se extraen las
siguientes conclusiones: a) la transmision del VIH ha disminuido notablemente respecto
a la década de 1990, cuando Espafia presentaba las tasas de incidencia mds altas de
Europa. Actualmente, se sitda a niveles similares a otros paises del entorno de la Union
Europea; b) Los patrones epidemioldgicos de transmisién del virus han cambiado;
mientras que en el pasado la mayor parte de las nuevas infecciones se produjo por
compartir material para inyeccion de drogas, en la actualidad el VIH se transmite
mayoritariamente por via sexual. c) Las personas nacidas fuera del estado espafiol
suponen mds de un tercio de los nuevos diagndsticos de VIH, resultado del aumento de
poblacién inmigrante que ha ocurrido en Espafia en los (ltimos afios™. (Véase la

disminucion en la incidencia anual de SIDA en Espafia en la figura 6).

Figura 6. Incidencia anual de SIDA en Espafia
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En relacion a Catalufia, el dltimo informe emitido por el Centre de Estudis
Epidemiologics sobre la SIDA de Catalunya (CEESCAT) recoge 427 nuevos casos de
SIDA y 5184 nuevas declaraciones de infeccién por el VIH durante los afios 2007-2008
y se asiste también a un cambio en relacién con el factor de riesgo predominante para la
adquisicion de la infeccién, con aumento de los casos de infeccion por via de relaciones
heterosexuales, una estabilizacion en el grupo de riesgo de relaciones homosexuales y
una disminucidn en el grupo de usuarios de drogas por via endovenosa®. Desde el inicio
de la epidemia en 1981 hasta la actualidad en Catalufia se han declarado 16.135 casos de
SIDA y se han producido 10.129 defunciones por esta causa. (Véase el progresivo
descenso en la prevalencia de los casos de SIDA en los (ltimos 10 afios en Catalufia en la
figura 7, asi como el descenso en el (ltimo afio de los nuevos diagndsticos de infeccién

por VIH en la figura 8)
Figura 7. Incidenciay prevalencia de SIDA en Catalufia
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1.2.- Inmunopatogenia del VIH

1.2.1.- Ciclo biolégico del VIH

El ciclo de replicacion del VIH se divide en dos etapas bien diferenciadas. Tras una

primera etapa de adsorcién, fusion e internalizacién del virién que ocurre en la

membrana celular, el virus se retrotranscribe de ARN viral a ADN proviral en el

citoplasma mediante la accion de la transcriptasa inversa. Posteriormente, el complejo

de replicacion es transportado al nicleo donde el ADN proviral se integra en el ADN

celular. El ciclo prosigue con la transcripcion y activa traduccién de las proteinas virales

y termina con la morfogénesis y salida de nuevos viriones (Figura 9).

Figura 9. Ciclo bioldgico del VIH-1
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Adsorcion, fusion e internalizacion del virion

Para iniciar la infeccion, las proteinas de la envoltura del VIH facilitan la fusién de
las membranas viral y celular, y permiten la invasion del genoma viral en la célula. El gen
env codifica para una proteina que se glucosila denominada gpl60, cuya escisién
mediante una proteasa celular da lugar a una glucoproteina superficial gp120 y otra
transmembrana, gp4l, y ambas permanecen asociadas de forma no covalente. La
interaccion de gp120 con el receptor CD4 en la membrana celular induce un cambio
conformacional en la gp120?, resultando en la exposicién de epitopos conservados que se
encontraban ocultos, los cuales posibilitan la union de este complejo a un segundo
receptor (correceptor) que pertenece a la familia de los receptores de quimioquinas y
estd firmemente anclado en la membrana celular.

Se conocen varios correceptores que facilitan la entrada del VIH-1 al interior de la
célula, pero los que utiliza principalmente son el CCR5 y CXCR4. La unién del virus al
correceptor provoca ofro cambio conformacional, esta vez en la proteina
transmembrana (gp41) que posibilita la fusion de la envuelta viral con la membrana
celular??, y posterior entrada de la nucleocdpside viral. El uso de un correceptor u otro,
por parte del virus, define el tropismo de la cepa viral hacia macréfagos (cepas R5) o
linfocitos (cepas X4) o hacia linfocitos o macréfagos indistintamente (cepas R5X4 o
duales). Las cepas R5 son las que existen en las fases iniciales de la infeccidn, lo que
indica el papel critico de esta variante en la transmisién y en las etapas tempranas de la
infeccion. Esta variante es la que también se detectard durante la fase asintomdtica de
la enfermedad, pero a medida que avanza la infeccién se observa la presencia de cepas
con tropismo X4 o dual (R5X4), cepas inductoras de sincitios, que estdn asociadas con la

progresién de la enfermedad y deplecién de linfocitos CD4+%3%*. (Figura 10, pdgina 26)
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Figura 10: Tropismo de cepas R5, R4 y duales
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Transcripcion inversa e integracion:

Tras la entrada del virus se inicia su replicacién mediada por la transcriptasa inversa
(TI) contenida en el virién, que cataliza la formacién de la primera cadena de ADN a
partir del ARN viral. Para la sintesis de las dos cadenas de ADN viral se requiere la
accion del dominio de ribonucleasa H, que degrada parcialmente el molde ARN original.
Posteriormente el ADN de doble cadena lineal se integra en los cromosomas celulares,
proceso catalizado por la integrasa viral. Para la integracién del ADN viral en los
cromosomas celulares, es necesario que el complejo de preintegracién vaya acompafiado
de varias proteinas virales mds alguna celular y se introduzca en el nicleo. El VIH se
infegra normalmente en células activadas, en las que nho existe membrana nuclear.

(Figura 9, pdgina 24)
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Latencia:

Se produce tras la infeccién y la integracion del provirus. Sélo el 1% de los linfocitos
CD4 estdn infectados y expresan ARN viral, para lo cual se requiere activacion celular
mediante estimulos formados por antigenos, citoquinas y mitégenos.

En los dltimos afios una serie de trabajos apuntan a que la latencia podria ser un
fenémeno “activo” en el sentido de que seria mantenida por una serie de factores
celulares como Murr-1?°. Recientemente se ha comunicado que la proteina APOBEC36,
un factor de restriccién celular que impide la replicacién viral estaria también implicada
en el mantenimiento de la latencia del VIH. La neutralizacion de APOBEC aumenta la
permisividad celular a la replicacion ya que incluso linfocitos no activados replican el

VIH de forma masiva®.

Transcripcion:

El siguiente paso en el ciclo biolégico del VIH es la expresion de genes virales y
sintesis del ARN que formard el genoma del nuevo virus. Las secuencias LTR contienen
los elementos promotores para el inicio de la transcripcion. (Figura 9, pdgina 24)

El provirus latente inicia su transcripcién mediante factores de franscripcion del
hospedador, como NF-kB, Sply el factor de transcripcion TFIID ( Transcription Factor
IID)?. El factor NF-kB no existe en forma activa en los linfocitos CD4+ en estado de
reposo celular y es inducido dnicamente en el curso de los procesos de activacion
inmunoldgica, por lo que la replicacién del VIH depende de la activacién de los linfocitos
infectados®®. Las proteinas Tat y Rev del virus son esenciales para la sintesis y

procesamiento del ARNm viral®®

. Una vez iniciada la sintesis del ARN viral, la expresién
de la proteina viral Tat aumenta la tasa de transcripcién del genoma del VIH y en

cooperacion con otros factores celulares, permite la elongacién completa del ARNm del
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virus®®. El resultado de la transcripcién es un dnico transcrito de ARN mensajero
(ARNm) que debe salir al citoplasma para ser procesado en ARN de diferentes medidas.
Ambas etapas, procesamiento y transporte, son realizadas fundamentalmente por otra
proteina viral denominada Rev.

En condiciones de transcripcién activa del virus se calcula que llegan a producirse por
dia en una persona infectada varios miles de millones de nuevas particulas virales, para

lo cual se activan varios millones de linfocitos CD4+.

Expresion genética temprana y tardia:

La expresion genética temprana comprende la transcripcién de los genes
reguladores, tat y rev, mientras que la tardia incluye los genes estructurales y
enzimdticos codificados por gag, pol y env, asi como los accesorios vif, vpr, vpu y nef.
Ademds, es necesaria la presentacién de la proteina Rev para que se expresen los genes
tardios. Rev codifica una proteina que facilita el transporte de los ARN mensajeros del

ndcleo al citoplasma, donde son traducidos por proteinas de los ribosomas celulares.

Morfogénesis y salida:

La traduccién del ARNm proporciona la sintesis de poliproteinas que deben ser
procesadas para formar las proteinas constitutivas del virus y estas ya podrdn ser
procesadas por las proteasas virales, a excepcién de la gpl60 que serd procesada en
gp120 y gp4l por proteasas celulares. En este proceso también participan otras
proteinas virales, entre las que destacan vif y vpu®’. Vif es necesario para el correcto
ensamblaje de las particulas virales y vpu para la gemacion de estas particulas. Ademds,
estas proteinas virales son importantes en las fases finales de la infeccidn ya que vpu

aumenta la liberacion de viriones y vif aumenta la infectividad entre 100 y 1000 veces.
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La proteina vif interacciona y neutraliza la accién antiviral del factor celular
APOBEC36, esta proteina actuaria sobre el ARN genémico mensajero del VIH presente

en el citoplasma evitando la produccién de particulas virales®=3,

Las proteinas virales
son transportadas a las inmediaciones de la membrana celular, donde ya estardn
insertadas las proteinas gp120 y gp41.

Es en la membrana celular donde se van a producir las distintas interacciones, entre
precursores del core, core viral, proteinas de la envuelta y membrana celular, que dardn

lugar a la particula viral***>. La generacién de la nueva particula viral acabard con el

proceso de gemacion en el que se lleva una parte de la membrana de la célula huésped.

1.2.2.- Entrada del VIH en la célula
El proceso de entrada del VIH a la célula es un proceso secuencial que se produce
mediante la interaccién tanto inespecifica como especifica de distintas moléculas

situadas en la membrana celular.

Moléculas de adhesion

Estructuras como los glicosaminoglicanos constituyen complejos a los que se adhieren
con baja afinidad numerosos virus envueltos, entre los que se encuentra el VIH. Este no
representa un proceso especifico similar al que realiza un receptor pero contribuye a
“atrapar” en la membrana plasmdtica viriones y quimioquinas.

Otras moléculas son mds especificas y tienen mayor importancia en la fisiopatologia
de la infeccién. Asi, se ha descrito la existencia, en la superficie de las células
dendriticas, de una serie de lecitinas de tipo C denominadas DC-SIGN y L-SIGN, que
unen distintos virus, incluido el VIH*3". No pueden considerarse receptores en

sentido estricto, ya que su inferaccién se produce a través de residuos de
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carbohidratos y no de estructuras conformacionales como seria en el caso de un
receptor. Sin embargo, la union del VIH a estas lecitinas facilita e incrementa la

infeccién de los linfocitos circundantes (Figura 11).

Figura 11: Moléculas DC-SIGN en célula dendritica
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La alta afinidad del VIH por estas moléculas hace que las células dendriticas se
encuentren literalmente cubiertas de particulas virales en la parte externa de su
membrana y es en esta "sinapsis inmunoldgica” donde se producen los fendmenos de

infeccidn de los linfocitos CD4 que entran en contacto con las células dendriticas.

Receptores virales: CD4 y receptores de quimioquinas

La infeccidn de la célula diana, el linfocito CD4+, se produce mediante la interaccion
con dos tipos de receptores. Por una parte existe un receptor especifico y comin a
todos los subtipos de VIH, la molécula de CD4+. Esta proteina estd presente en la
superficie de los linfocitos T colaboradores y en células de estirpe mononuclear-

fagocitica, lo cual determina el tropismo viral por estos tipos celulares. Sin embargo,
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muy pronfo se observd, que la presencia de la molécula CD4+ era condicién necesaria
pero no suficiente para permitir la entrada del VIH en la célula®. Con la expresién de la
molécula CD4+ se producia la unién del virus a la célula pero no la fusién de las
membranas ni la internalizacion de la nucleocdpside viral. Para conseguir la infeccion se
requerian ademds otras moléculas denominadas inicialmente “factores de fusién". Hoy
sabemos que esta funcién de correceptores la realizan determinados receptores de

quimioquinas®®.

Quimioguinas

Su nombre proviene de “citoquinas quimiotdcticas” ya que muchas de ellas poseen
propiedades quimioatrayentes y regulan el trdfico de leucocitos. Las quimioquinas o
citoquinas quimioatrayentes son una familia de proteinas de bajo peso molecular, con
alto grado de homologia, cuya caracteristica bioquimica comdn es la conservacion de 4
residuos de cisteina que se unen formando dos puentes disulfuro, esenciales para la
actividad de la molécula. Dependiendo de si las dos primeras cisteinas estdn o no
separadas por otro aminodcido, se han clasificado en quimioquinas CXC (Cis- X - Cis) y
quimioquinas CC (Cis - Cis). Hay otras dos quimioquinas, la linfotactina y la fractalkina,
que pertenecen a otras subfamilias. La linfotactina mantiene algunas de las
caracteristicas funcionales y estructurales de las quimioquinas, pero carece de dos de
los cuatro residuos de cisteina®®. La fractalkina se trata de una proteina de membrana,
que presenta un dominio con estructura de quimioquina en su extremo aminoterminal,
este dominio se diferencia de las quimioquinas anteriores por la presencia de tres
aminodcidos entre las dos primeras cisteinas, lo que permite abrir un nuevo grupo de

quimioquinas, é| de las quimioquinas CX3C*.
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Receptores de quimioguinas

Las quimioquinas ejercen su actividad mediante la interaccién con receptores
presentes en la membrana de las células diana. Estos receptores poseen "siete dominios
transmembrana” (Figura 12) o GPCR (& Protein Coupled Receptor) y se caracterizan por
presentar sus aminodcidos hidrofdbicos organizados en segmentos que atraviesan la
membrana celular siete veces®. Los dominios extracelulares del receptor estdn
implicados en la unién de las quimioquinas mientras que los dominios intracelulares estdn
implicados en el envio de sefiales a la célula. Esta superfamilia de receptores transmiten
las sefiales al interior de las células mediante la interaccion con proteinas
heterotriméricas que unen nucleétidos de guanina (proteina 6) y su extremo
aminoterminal junto a los bucles extracelulares actuarian conjuntamente en la unién del
ligando*, mientras que las regiones intracelulares, incluyendo el extremo
carboxiloterminal, intervienen en la traduccién de las sefiales activadas tras la unién del

ligando*.

Figura 12: Receptor de quimioquinas. En la imagen se observa el dominio extracelular, los 7

dominios transmembrana y el dominio intracelular.
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Como ocurre en las quimioquinas, los receptores también pueden agruparse en dos

grandes familias, que interaccionan con quimioquinas de la familia CC y CXC
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respectivamente, ademds tenemos el receptor CX3CR1 cuyo ligando es la fractalkina o
quimioquina CX3CL1.

Por otro lado, las quimioquinas muestran gran redundancia en la utilizacion de sus
receptores; de esta manera, varias quimioquinas pueden acoplarse a un mismo receptor y

una quimioquina puede ligarse a varios receptores***,

Receptores de quimioquinas y VIH-1

El primer paso para la identificacion de los receptores de quimioquinas como
correceptores del VIH se produjo en 1986 cuando Walker et a/® demostraron que
factores solubles de los linfocitos CD8+ podian controlar /n vitro la infeccidn por el VIH.
Sin embargo, no fue hasta 1995 cuando Cocchi et a*® lograron identificar las
quimioquinas RANTES (regulated and activation, normal T cell expressed and secreted),
macrophage inflammatory protein (MIP)-la y MIP-1p como los factores supresores
producidos por los linfocitos CD8+. Poco después, Feng et a/*’ lograron demostrar un
receptor de quimioquinas (posteriormente identificado como CXCR4) que actia como
correceptor de ciertas cepas de VIH.

En estudios /n vitro se ha observado que muchos receptores de quimioquinas son
capaces de actuar como correceptores del VIH, pero /n vivo son fundamentalmente dos,
CCR5 y CXCRA4. El primero tiene como ligandos las CC-quimioquinas RANTES, MIP-1a y
MIP-1p; es el receptor principal de las cepas R5, antes denominadas nho sincitiales. El
receptor CXCR4 tiene como Unico ligando la quimioquina SDF1, denominada actualmente
CXCL12, y es el principal receptor de las cepas X4, antes denominadas sincitiales. La
conformacién de distintas regiones de la gp120, especialmente del bucle V3, condiciona
el tropismo de los distintos aislados virales*®*°. Ademds de los virus con un tropismo

estricto por CCR5 o por CXCR4 se han descrito variantes virales capaces de entrar en la
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célula a través de los dos correceptores mayores (cepas de tropismo dual o ampliado,
denominas R5X4) y aislados capaces de unirse a otros correceptores, como CCR2 o
CCR3.

Las quimioquinas que se unen a CCR5 y CXCR4, especialmente RANTES, MIP-la/p y
SDF, son capaces de inhibir la infeccion por el VIH debido a un fenémeno de
competicion en la unién con sus correceptores y por la internalizacion de los receptores

de quimioquinas tras la interaccién con su ligando (Figura 13).

Figura 13: Bloqueo de correceptores por quimioquinas
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Asi mismo, la caracterizacién de los correceptores del VIH y sus ligandos naturales ha
permitido definir una serie de variantes genéticas que se asocian con resistencia a la

infeccion o con una progresion lenta de la enfermedad.

Variantes genéticas de los correceptores, quimioguinas y infeccion por VIH

Las quimioquinas y sus receptores celulares son, en general, moléculas polimérficas.
Variaciones puntuales (SNP o single nucleotide polymorphism) en los genes que
codifican para las quimioquinas y sus receptores pueden condicionar la expresién y
actividad funcional de estas moléculas y tener una influencia significativa en la
patogenia y progresion de la infeccion por el VIH.
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La observacion de que pacientes homocigotos para una mutacion (delecién de 32
pares de bases) en el receptor CCR5 tenian resistencia natural a la infeccién por el
VIH-1°*! mientras que los pacientes heterocigotos para esta mutacién se comportaban
como no progresores a largo término®> >, desencadend posteriores estudios en los que
se han identificado una serie de variantes genéticas en las quimioquinas y sus
receptores que se han asociado con modificaciones significativas en la evolucién natural

de la infeccién por el VIH,

1.2.3. Mecanismos de propagacion viral

Una vez que se ha producido la infeccion por el VIH van a existir tres vias de
propagacién en el organismo: a) la transmision de viriones solubles libres de célula a
célula en el torrente circulatorio; b) mediante la sinapsis viroldgica desde la célula
dendritica presentadora del virus a los linfocitos CD4+; y c) por la transmisién directa

entre linfocitos CD4+% (Figura 14).

Figura 14: Mecanismos de propagacidn viral
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1.2.4 Mecanismos de pérdida linfocitaria

La pérdida de los linfocitos CD4+ representa el evento inmunoldgico mds
caracteristico de la infeccién por el VIH®". La causa fundamental de esta pérdida es
debida a la accién directa del virus como consecuencia del efecto citopdtico en la célula
infectada de la alta replicacién viral. Se ha estimado que alrededor de 10® linfocitos
CD4+ son destruidos diariamente por el VIH por efecto citopdtico directo. Pero toda la
disregulacién inmunitaria observada en esta enfermedad no se explica solo por la
destruccién linfocitaria por este mecanismo directo, y existen también otra serie de
mecanismos indirectos.

Asi, los mecanismos indirectos de destruccion de linfocitos CD4+ se pueden
clasificar en aquellos mediados por la propia respuesta inmunitaria del paciente y los que
se deben al efecto téxico de proteinas que alteran las vias de transduccion linfocitaria 'y
llevan a la muerte celular. En el primer caso, los linfocitos infectados se convierten en
dianas del sistema inmune y, al expresar péptidos virales en sus moléculas HLA de clase
I, son susceptibles al reconocimiento y destruccién por los linfocitos citotdxicos. En el
segundo caso, la apoptosis o muerte celular programada constituye un mecanismo
fisioldgico mediante el cual la célula se “suicida”" de forma controlada. Datos
experimentales apoyan la tesis de que el VIH puede inducir apoptosis®® a través de
mecanismos muy diferentes: activacion crénica del sistema inmune, interaccién entre los
receptores y envuelta viral, efecto téxico de proteinas virales y sintesis de citoquinas
por linfocitos y macréfagos. Ademds de la gp120, se ha descrito que la proteinas Vpr y
Tat ejercen un efecto proapoptépico.

Ademds de la destruccién de linfocitos CD4+ por los mecanismos arriba mencionados
en la infeccién por el VIH-1 existe también una alteracién en la homeostasis hormal de

estas células que lleva al agravamiento de esta pérdida. Durante la fase crénica de la
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infeccidn existe un bloqueo de la entrada de los linfocitos CD4+ en ciclo de divisién, este
blogueo en la activacion y proliferacion linfocitaria puede producirse a nivel central o
periférico®”. También, la acumulacién de particulas virales en los érganos linfoides
origina un reclutamiento de linfocitos en estas zonas, produciéndose un “secuestro” de
los mismos. Por Ultimo, ademds de los mecanismos previamente descritos, algunos
autores proponen la existencia de un “agotamiento” del sistema inmune para explicar

esta intensa citopenia generada en el curso de la infeccién®®.

1.2.5. Respuesta inmune frente al VIH
Respuesta humoral

La infeccion por el VIH induce una intensa respuesta de anticuerpos frente a
prdcticamente todas las proteinas reguladoras y estructurales del mismo. Se ha
descrito sintesis de anticuerpos no sélo frente a la envoltura sino también frente a las
proteinas de la matriz, de la nucleocdpside viral y proteinas reguladoras del virus.
Algunos de estos anticuerpos tienen capacidad neutralizante /n vitro y en experimentos
de inmunoterapia /n vivo’®. Sin embargo, la produccién de anticuerpos con capacidad
neutralizante es escasa y rdpidamente se observa un escape viral a los mismos.

En relacién a la respuesta humoral inespecifica existen numerosos factores solubles
que son activos frente a la infeccién por el VIH. Los virus, en general, y el VIH en
concreto, sonh sensibles a la inhibicion por complemento. Los interferones también tienen
actividad antiviral frente al VIH. Probablemente estos mecanismos representan una
barrera parcial frente a la infeccidn, pero son insuficientes para controlar la replicacién

viral completa.
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Respuesta celular

En la infeccién por el VIH se produce una respuesta celular antiviral en distintas
poblaciones: linfocitos CD4+ colaboradores, linfocitos CD8+ citotdoxicos (CTL) y células
de estirpe NK. Sin embargo, la mayoria de los trabajos coinciden en que la respuesta
CD4+ y CD8+ constituye el mecanismo mds importante de proteccion frente al VIH.

El estudio de la respuesta citotdxica /n vitro (CTL) ha demostrado que en los
pacientes seropositivos existe una expansién clonal de linfocitos CD8+ con actividad
citotéxica’. Esta respuesta es especialmente marcada durante la primoinfeccién y su
intensidad se correlaciona con el control de la replicacién viral. La respuesta celular no
se limita a los linfocitos CD8+, se ha demostrado que una respuesta CD4+ especifica es
importante no sélo para la puesta en marcha de una respuesta inmune eficaz frente al
VIH sino por su propia actividad antiviral.

En relacién a los mecanismos de inmunidad celular no especificos (no restringida por
el sistema HLA), se ha descrito la existencia de citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (DAC), asi como una actividad citotéxica natural (NK) frente al HIV en
pacientes seropositivos. Estas respuestas son mds intensas en pacientes asintomdticos.

Ademds de su accidn citolitica, los linfocitos CD8+ de pacientes seropositivos inhiben
la replicacién del VIH en ausencia de destruccién linfocitaria y esta actividad supresora
corresponde a los factores solubles presentes en el sobrenadante generado a partir de
linfocitos CD8+ activados. Esta actividad supresora corresponde principalmente a

quimioquinas CC'y CXC, como RANTES, MIP-1a, MIP-1p y SDF-1.

Respuesta inmunitaria en pacientes no progresores
Existe un pequefio porcentaje de pacientes infectados que sin fratamiento

permanecen asintomdticos, y mantienen cifras de linfocitos CD4+ superiores a 500/l,
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asi como, cargas virales muy bajas durante mds de 15-20 afios tras haber sido
infectados (descrito con mds detalle en pdgina 49). En estos pacientes, denominados
progresores lentos (L TNP, Long Term Non progressors) (véase mds adelante, Historia
natural de la infeccién, pdginas 43-57), los mecanismos efectores frente al VIH
presentan una actividad muy superior a la observada en pacientes que evolucionan
rdpidamente a SIDA"?,

Entender el mecanismo que conduce al aparentemente perdurable control de la
replicacion del VIH en este grupo de pacientes y sobre todo en los considerados
“controladores de é€lite”, que permanecen libres de enfermedad, con cargas virales
plasmdticas indetectables y con cifras elevadas y estables de linfocitos CD4+, es el foco
de interés de multiples grupos de investigacién en la actualidad ya que proporcionaria la
informacidn critica y necesaria para planificar las estrategias de posibles vacunas
terapéuticas frente al VIH. Ademds, dado el aumento de la disponibilidad de agentes
bioldgicos que pueden modificar la respuesta del huésped, definir los mecanismos que
conducen al éxito en el control de una infeccién crénica viral /n vivo, podria llevar al

desarrollo de una terapéutica de base inmune.

Respuesta inmune en sujetos repetidamente expuestos y no infectados

Un hecho destacable en el estudio de la infeccion por el VIH es la existencia de
sujetos que a pesar de mdltiples exposiciones al VIH no presentan infeccién, son los
denominados expuestos no infectados (ENI). Al igual que los LTNP estos pacientes
constituyen un grupo heterogéneo en que se combinan factores genéticos, inmunoldgicos
y viroldgicos.

Entre los factores genéticos se ha descrito la correlacién entre un alto grado de

resistencia a la infeccién y el haplotipo HLAB3573. También es conocido que la
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homocigosis para la delecién A32-CCR5 confiere proteccién para la infeccion. En cuanto
a los factores inmunoldgicos se han descrito distintos pardmetros inmunoldgicos que
podrian explicar esta resistencia a la infeccion como la deteccion de altos niveles de
produccion de RANTES en algunos ENI y la sintesis de IgA secretora especifica frente
al VIH en secreciones vaginales de mujeres expuestas pero no infectadas.

Tgual que con los “controladores de élite”el estudio de este grupo de pacientes puede

proporcionar datos clave para el planteamiento de vacunas preventivas.

1.2.6. Mecanismo de escape viral
Variabilidad genética

La variabilidad genética del VIH es alta y es debida a la elevada tasa de error de la
transcriptasa inversa, lo que supone la produccién de una gran proporcion de virus
defectivos y, la generacion de una alta diversidad en las proteinas del virus que le
permiten escapar al control de la respuesta inmune especifica’*’®. A esta variabilidad
debida a la tasa de error de la transcriptasa inversa se afiaden otros mecanismos como

la recombinacidn genética que origina nuevos subtipos.

Enmascaramiento de epitopos de neutralizacion

La estructura de la envuelta viral en su forma nativa oculta los dominios de
interaccion con los correceptores virales, este enmascaramiento explicaria la dificultad
para generar anticuerpos frente a determinantes comunes de la envuelta y ademds la
dificultad de dichos anticuerpos para acceder a sus dominios de neutralizacién, que sélo
son expuestos en el estrecho contacto de interaccion entre membrana viral y

plasmdtica’®.
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Rapidez en el establecimiento de la infeccion
En pacientes primoinfectados el establecimiento de la infeccién tras la inoculacion

7779 asi en siete dias la infeccién se ha

del VIH es un proceso sumamente rdpido
propagado a ganglios linfdticos sistémicos. La rapidez de instauracién de estos
reservorios, antes de que se desencadene la respuesta inmune especifica, es un
obstdculo de gran importancia para el control de la replicacion viral, ya que el virus se

establece en los linfocitos infectados, en los que persiste pese a una respuesta inmune

especifica.

Latencia y reactivacion

El VIH es capaz de infectar de forma latente sus células diana, lo que le permite
escapar de forma absoluta a la vigilancia inmunoldgica al no expresar productos virales
en su membrana®. Ademds, los procesos de reactivacién y reinfeccién se producen en
los centros germinales de los érganos linfoides, que presentan un microambiente idéneo
para el proceso de la infeccion. Por otra parte, la reactivacion a partir del estado de
latencia es un proceso tan rdpido que puede dificultar una respuesta citotéxica eficaz

que destruya los linfocitos en que el virus se estd reactivando.

Escape a los mecanismos de restriccion celular de la infeccion

Dentro de los mecanismos de restriccién celular, unos son generales y afectan a
diversos virus pero, otros, son especificos y, en el caso de los retrovirus, existe una
especificidad de especie que restringe la replicacién de un retrovirus en otras especies.
Algunos de estos mecanismos han sido caracterizados en el ser humano y corresponden
a las proteinas TRIM5a®'#2 y APOBEC36%. El VIH ha modificado determinados residuos

de su cdpside de manera que le permiten eludir el bloqueo por TRIM5a humano. Asi
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mismo, la proteina APOBEC3G que favorece la formacién de retrotranscritos con alta
tasa de error (y por tanto abortivos) bloqueando de esta manera la infeccidn, se ve

sobrepasada por la expresion de una proteina viral que bloquea la accién de la APOBEC,

la proteina vif 8384,
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2. HISTORIA NATURAL DE LA INFECCION POR EL VIH-1
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2.1. Fases de la infeccion

El curso natural de la infeccion por el VIH-1 se desarrolla tipicamente de manera
crénica y puede variar de un paciente a otro. Después de la entrada del virus en el
organismo, se inicia un proceso en el que se distinguen una serie de fases o estadios
evolutivos bien definidos, con una duracion variable que depende, como se comentard
después, de una serie de factores tanto del virus como del huésped.

Las distintas fases en que se divide la historia natural de la infeccién son: fase aguda
o primoinfeccidn, que comprende desde el momento del contagio hasta que se produce la
seroconversion; fase cronica o asintomdtica, que tiene una duracion muy variable, en la
que existe un equilibrio dindmico entre la replicacién viral y la respuesta inmunolégica
del paciente; y la fase final, a partir del diagnéstico de SIDA, a la que se llega como
consecuencia de la ruptura de este equilibrio, aumentando la carga viral y con un
progresivo deterioro de la funcién inmunitaria. Finalmente, en ausencia de tratamiento,
se produce la muerte del paciente debido a los tumores o infecciones oportunistas
(Figura 15). Evidentemente, el uso del tratamiento antirretroviral de gran actividad
(TARGA) desde el afio 1996 ha modificado la historia natural de la enfermedad de

forma espectacular

Figura 15: Historia natural de la infeccién por el VIH-1
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Fase aguda

Entre 2 y 4 semanas después del contagio, alrededor de un 50% de pacientes
presentan una primoinfeccion clinica de intensidad variable, caracterizada en la mayoria
de los casos por un cuadro pseudomononucledsico y, menos frecuentemente, por otros
cuadros como meningitis o, incluso, infecciones oportunistas®®>. La (nica diferencia
identificada entre los pacientes que presentan primoinfeccidn sintomdtica respecto a
aquellos que no la presentan es la carga viral en el steady-state (carga viral estable a los
6-12 meses de la infeccion, cuando se establece el equilibrio entre la replicacion viral y
la respuesta inmune) la cual es menor en los pacientes que han permanecido
asintomdticos durante la primoinfeccién®.

Durante esta fase se detecta una intensa viremia (entre 10° y 107 copias de ARN

)¥” y una deplecién masiva de linfocitos CD4+ memoria especificos

viral por ml de plasma
para el VIH®® Se produce una diseminacién del virus, con alta replicacién del mismo a
distintos niveles, principalmente en tejido linfdtico y sistema nervioso central,
replicacidn que incluso en ausencia de signos clinicos se ha demostrado que existird en
todos los estadios de la infeccién por VIH®. Mds de un 1% de los linfocitos CD4+ de
sangre periférica se infectardn durante la fase aguda, produciéndose una caida inicial
de su ndmero. Durante estos primeros dias de la infeccion aguda se produce una
deplecion masiva de linfocitos CD4+ memoria especificos para el VIH. Unas 20 semanas
después del contagio se desencadena la respuesta inmunoldgica especifica que reduce la
carga viral hasta que se alcanza una situacion de equilibrio dindmico entre la replicacion
viral y la respuesta inmune, con cargas virales plasmdticas muy variables (media de 10%-

10° copias/ml) y recuperacién del nimero de linfocitos CD4+, a esta situacién se llega

entre los 6 y 12 meses después de la infeccion.
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El diagnéstico de la infeccién aguda por el VIH se basa principalmente en la
deteccion de ARN virico en plasma mediante la técnica de amplificacion basada en la
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR o polymerase chain reactionf®. La deteccién
del Ag p24 mediante enzimoinmunoensayo (ELISA; o Enzyme Linked ImmunoSorbed
Assay), constituye una prueba diagnéstica alternativa a la anterior. Pese a que resulta
altamente especifica, es menos sensible que la primera, y generalmente se utiliza como
complementaria. Los anticuerpos especificos frente al VIH-1 no se detectan durante las
primeras semanas de la infeccidn, ya que hasta el momento de la seroconversion del
paciente infectado (que suele tener lugar al cabo de 4-12 semanas tras el contagio) no

se produce una respuesta humoral productora de anticuerpos especificos.

Fase crénica

En esta fase la activacion persistente del sistema inmune, permitird mantener
controlada la replicacion viral masiva durante muchos afios, aunque durante estos afios la
replicacién viral es muy elevada en los érganos linfoides’”. Con el tiempo, los mecanismos
de inmunosupresién y destruccion de los linfocitos CD4+ por el VIH-1 junto con la
aparicion de variantes mds agresivas del virus, romperdn este equilibrio y el sistema
inmunitario presentard una incapacidad progresiva para controlar la replicacion que
conducird a la aparicién de las enfermedades oportunistas de la fase final del SIDA. La
carga viral con la que se llega al equilibrio dindmico (steady-state), serd uno de los
principales factores determinantes del tiempo de evolucién a SIDA,

Durante este periodo de infeccidn crénica se pueden detectar altos niveles de ARN
del VIH-1 en todo el ganglio linfdtico, especialmente en las regiones perifoliculares de
los centros germinales. Hasta un tercio de los linfocitos CD4+ en tejido linfoide y sangre

periférica tienen ADN del VIH-1 detectable, la mayor parte del cual es genoma
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defectivo®. Una proporcién significativa de los linfocitos CD4+, entre 0.1y 1%, expresan
ARN del VIH-1 en un momento dado, lo que indica la existencia de replicacién activa®.
La velocidad con la que se produce el deterioro progresivo del sistema inmunitario,
varia en los pacientes y, como se describird con detalle en el siguiente apartado (seccidn
2.2, pdgina 49), se diferencian tres grandes grupos de pacientes dependiendo de la
rapidez de esta progresion a SIDA: progresores tipicos, no progresores a largo plazo y
progresores rdpidos. En relacion a la distinta velocidad que puede seguir la historia
natural de la infeccion por el VIH-1 se han descrito diversos factores que alteran la
historia natural de la evolucién de la infeccién que se comentardn en el apartado 2.3

(pdgina 50).

Fase final o de SIDA

Esta fase se caracteriza por una disminucion de la actividad de los CTL anti-VIH,
destruccién de la arquitectura linfdtica, gran incremento de la replicacién viral y un
recuento de linfocitos CD4+ inferior a 200/ul. Todo esto conducird al paciente a un
estado clinico sintomdtico con la aparicién de las infecciones oportunistas y tumores
definitorios de SIDA.

Afortunadamente, desde que se dispone del TARGA, el curso natural de la infeccion
ha variado de manera espectacular, prolongdndose la fase asintomdtica de la
enfermedad y se consigue en la mayoria de los casos una estabilizacién clinica y una

interrupcion de la evolucién natural hacia SIDA.
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2.2. Categorias de pacientes seqtin la rapidez de la progresion

Progresores tipicos (PT).

El patron de progresion tipica ocurre en la mayoria de las personas infectadas (un
80-90%). Estos pacientes presentan una evolucién caracterizada por una progresiva
caida del nimero de linfocitos CD4+ durante un periodo de 7 a 10 afios, hasta presentar
finalmente las enfermedades definitorias de SIDA en ausencia de TARGA®. Después de
la primoinfeccién presentan una disminucion muy marcada de la carga viral con una

importante respuesta CTL que disminuird progresivamente a lo largo del tiempo’’.

No progresores o progresores lentos (LTNP, /ong term non progressors) y
controladores de élite o naturales.

Este grupo representa alrededor del 1-5% de los pacientes infectados™. Se trata de
pacientes asintfomdticos durante mds de 15-20 afios tras haber sido infectados que, sin
haber recibido tratamiento antirretroviral, mantienen una cifra de linfocitos CD4+
superior a 500/u1°*%°. La carga viral de estos pacientes es muy baja (usualmente menos
de 5000 copias/ml). Un buen nimero de estos pacientes acaban evolucionando
finalmente a SIDA®®” por lo que se considera mds acertado hablar de progresores
lentos mds que de no progresores a largo plazo.

Dentro de este grupo de pacientes, en los Ultimos afios se ha diferenciado un
subgrupo denominado controladores de élite o naturales, que son aquellos pacientes que
a lo largo de la infeccidn nunca han presentado una carga viral superior a los limites de
deteccién utilizados en la prdctica clinica (< 50 copias ARN/ml). Diverso estudios han
puesto de manifiesto que los controladores de élite presentan unos niveles de ADN

proviral en las células mononucleares de sangre periférica (CMSP) extremadamente
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bajos y una menor replicacion viral /n vivo. Estos controladores de élite representan

menos del 1% del total de los pacientes infectados, como se ilustra en la figura 16781%%,

Figura 16. Distribucién LTNP y controladores de élite

Long-teim nonpaogresnn

H coriralkers

Los LTNP y los controladores de élite son considerados un modelo de autocontrol de

la infeccidon y constituyen la base de los estudios de la presente Tesis Doctoral.

Progresores rdpidos

Este grupo comprende a los pacientes que presentan un curso hacia SIDA muy
acelerado, entre 1y 5 afios después de la infeccién y representan alrededor del 5-10%
del total de las personas infectadas'®®. Estos pacientes presentan una rdpida
disminucion de la respuesta CTL con la consiguiente caida de los linfocitos CD4+. La
carga viral después de la primoinfeccion no disminuye de manera importante y suele

estar asociado a fenotipos virales mds agresivos (X4 o inductores de sincitios).

2.3. Factores que modulan la historia natural

La historia natural de la infeccién por el VIH-1 varia ampliamente entre los
infectados. Los factores responsables de esta diversidad estdn por determinar, pero se

cree que hay una compleja interaccién de factores virales, ambientales y del huésped,
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muchos de los cuales estdn comenzando a conocerse, que determina el curso de la

infeccién.

Factores virales.
Entre los factores virales que modulan la historia natural de la infeccién cabe

destacar, a parte de la dosis de VIH-1 infectante!®*

, el papel de las cepas de VIH-1 con
capacidad de inducir la formacién de sincitios (cepas X4 6 SI). Estas cepas tienen
incrementada la capacidad destructora de los linfocitos T debido a una elevada
capacidad citopdtica respecto a las cepas no inductoras de sincitios ( cepas R5 ¢
NSI)',

Otros factores que se han relacionado con un enlentecimiento de la progresién de la
infeccion han sido: una atenuacion en la capacidad de replicacién del virus debida a una
delecién del gen Nef ', aunque esta atenuacién no comporta necesariamente un estado
de LTNP /7 vivo™”, mutaciones o deleciones en los genes reguladores o accesorios (rev,
tat, vpr i vou)?*”: la alta variabilidad de las regiones expuestas y mds inmundgenas de
la gpl60 mediante mutaciones de los epitopos de la envoltura que dificultard el
reconocimiento por parte de los CTL" y la aparicién de mutaciones puntuales debidas a
la presién efectuada por los antirretrovirales, que disminuyen su capacidad de
replicacion.

Entre todos estos factores virales la mutacion R77Q en Vpr (viral protein R) ha
demostrado en mdltiples estudios una asociacién con el estado de LTNP. Lum et al'®
detectaron esta mutacion en el 80% de sus pacientes LTNP frente a un 36% de los
pacientes progresores, resultados que se han visto confirmados en posteriores

estudios!t 12
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En los dltimos afios se han realizado diversos estudios!3!!*

en los que se ha
conseguido aislar el VIH-1 en controladores de élite, demostrando en estos virus una
cinética de replicacion normal /in vitro asi como la ausencia de inserciones o deleciones
en sus genes. Estos estudios tenian la limitacidon de estar realizados sobre cohortes muy
reducidas, en ocasiones de menos de 10 pacientes. Recientemente, Miura et al.'’®
analizaron una cohorte de 95 controladores de élite de los que fueron capaces de
obtener informacion genética viral de mds del 94% de los sujetos, incluso de 17 de ellos
obtuvieron la secuencia genémica completa. Los autores analizaron todas las variaciones
genéticas conocidas que se han asociado con la modificacion en la progresion de la
infeccién por el VIH-1 (HLA-B27, HLA-B51, HLA-B57, inserciones o deleciones en Nef,
Gag, polimorfismos en gp120, Vpr, Vpu, etc) y observaron que muchos de los defectos
genéticos identificados previamente en los estudios a pequefia escala, mencionados
anteriormente, no estaban presentes a niveles significativos. Estos hallazgos sugieren

que los factores moduladores de la evolucién de la infeccién dependientes del huésped

tienen un peso mds elevado que los factores virales para el control de la infeccion.

Factores ambientales
La coexistencia de otras infecciones viricas también se ha relacionado con la
variabilidad de la historia natural de la infeccion. Estudios recientes sugieren que
ciertos patdgenos pueden atenuar la infeccién por el VIH-1y reducir su progresion.
Estos incluyen el virus de la hepatitis 6 (VHG o GBV-C) y el HTLV-2" (virus linfotrépico
humano de las células T tipo 2 o Auman T-lymphotrophic virus type 2).
La coinfeccidn con el VHG, un flavivirus no hepatotrépico relacionado con el virus de
la hepatitis C y relativamente comdn en los pacientes infectados por el VIH-1, se

relaciona con un enlentecimiento de la progresién de la infeccién por el VIH-1'. El
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mecanismo por el cual este virus beneficia a la infeccién por el VIH-1 no es bien
conocido, pero se ha observado que el VHG disminuye la disponibilidad de los
correceptores CCR5 y CXCR4 mediante la induccion de la sintesis de las quimioquinas
especificas, ligandos naturales de los correceptores®. También se ha observado una
disminucion de la transcripcién del VIH-1 desde el ADN integrado en las personas
coinfectadas con este virus'.

El HTLV-2 es otro virus que parece atenuar la progresién de la infeccion por el VIH-
1 120121 Egte virus induce la produccién de diversas quimioquinas como CCL3 (MIP-1a),
CCL4 (MIP-1p) y CCLE (RANTES), ligandos naturales del correceptor CCR5, resultando
una inhibicién de la replicacién del VIH-1. Recientemente, se ha demostrado que una
sobreregulacién de la quimioquina CCL3L1 o MIP-la (ligando de CCR5) observada en
personas coinfectadas HTLV-2/HIV-1, produce un potente efecto inhibidor de las cepas
con tropismo CCR5'%,

Por otro lado, la coinfeccidn con el virus de la hepatitis C (VHC), claramente se ha
relacionado de manera consistente con un incremento en la progresién de la infeccién'?®,
También, se ha demostrado que el virus del herpes simple tipo 2 (VHS-2) ademds de ser
un factor medidtico independiente de transmisibilidad del VIH-1, incrementa su

replicacién '*.

Factores del huésped

Entre los factores genéticos del huésped que modulan la historia natural de la
infeccidn se encuentran los diferentes patrones del HLA y las variantes genéticas de los
correceptores celulares del virus. En referencia al sistema HLA, los alelos HLA de la
clase I B27 y B57 se han relacionado con una progresion mds lenta de la infeccion;

concretamente HLA B*5701 y, en menor medida, HLA B27, estdn hiperrepresentados
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entre los controladores de élite en relacion a los progresores tipicos en las cohortes
Norteamericanas y Europeas'®'?°. También se ha demostrado una alta asociacién entre
B27, B57 y LTNP™®. Asociaciones mds fuertes con los LTNP, se han observado con los
alelos B14 y €8'. Otros serotipos HLA relacionados con progresién lenta han sido los
homocigotos para Bw4'?®. Al contrario, el B35 y Cw4 se han asociado con una progresién
acelerada’®.

Las variantes genéticas de las quimioquinas y sus receptores son factores que han
adquirido un papel clave desde que se describié la variante genética con el efecto mds
potente conocido sobre la infeccién por el VIH, un defecto en el gen CCR5. El gen
defectivo contiene una delecién de 32 pares de bases, polimorfismo denominado
CCR5A32, que corresponde a la segunda asa extracelular del correceptor CCR5. Los
pacientes homocigotos para esta variante alélica van a presentar un receptor no
funcional y esto explica la resistencia a la infeccion por cepas del VIH-1 que utilizan
este correceptor (cepas R5). La importancia del efecto de esta delecién se pone de

manifiesto en el caso presentado por Hutter et al30%3!

en el que un paciente con
infeccion de mds de 10 afios de evolucién por el VIH-1, que precisaba TARGA, fue
sometido a un transplante de médula ésea por padecer una leucemia mieloide aguda, se
seleccioné como donante un homocigoto para la delecién CCR5A32 y, a los 20 meses del
transplante el paciente continua con cargas virales plasmdticas indetectables en
ausencia de tratamiento antirretroviral. Los estudios epidemioldgicos'? muestran que la
frecuencia alélica de esta delecién es entre 10 y 20% en caucdsicos (particularmente en
Europa del norte), siendo extremadamente rara en la poblacién africana y asidtica. La
forma homocigota sdlo se observa en un 1% de la poblacién caucdsica. También se ha

demostrado que los portadores heterocigotos de esta variante genética presentan una

evolucion mds lenta de la infeccion comportdndose como LTNP. Posteriormente se han
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identificado otros polimorfismos en la regién promotora de CCR5, asi la primera variante
genética descrita en esta region fue CCR5P1, de forma que los pacientes homocigotos
para esta variante progresan mds rdpidamente que los pacientes que no la presentan y
parece ser debido a que produce un aumento de actividad del promotor que conduce a un
aumento de los niveles de expresién de CCR5 en la superficie celular’®®, También se ha
descrito un polimorfismo en la posicion -2459 de la regién promotora de CCR5 que
conduce a una menor expresién de este correceptor en la superficie de los macréfagos y
se ha asociado con una progresién mds lenta de la enfermedad™*'*. En relacién al
segundo correceptor mayor del VIH-1, el CXCR4, no se han encontrado variantes
genéticas que se asocien con riesgo de infeccién y/o progresién de la enfermedad™®.
Variantes genéticas en otros quimiorreceptores, considerados correceptores
menores, fambién se han asociado con variaciones en la evolucidn de la infeccién por el
VIH-1. Asi, la existencia de un polimorfismo en el gen CCRZ, CCR2 V641, se ha asociado
con cierta resistencia a la infeccién™®” y retraso en la progresién de la enfermedad en

distintas cohortes!3813?

y ademds este efecto protector parece mds marcado en las
fases iniciales de la infeccién®®. A nivel del gen CX3CR! se han descrito dos
polimorfismos (V249 y T280M), los estudios que se han realizado sobre su influencia
en el riesgo de infeccidn y/o progresién han sido contradictorios™*3,

Entre las quimioquinas también se han descrito polimorfismos, asi en SDF1, también
llamado CXCL12 y dnico ligando natural de CXCR4, se ha descrito una transicién de G a
A, denominada SDF1-3'A o CXCL12-3'A, de forma que los homocigotos para esta variante
genética presentan un alto nivel de proteccion de progresion a SIDA ya que este
polimorfismo restringe la emergencia de cepas X4 del VIH-1'**. A nivel del gen que

codifica para RANTES también se ha descrito la presencia de un polimorfismo en la

region promotora (RANTES -286) que conlleva una sobrerregulacion de la transcripcién

55



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

FACTORES GENETICOS DEL HUESPED, RIESGO DE INFECCION Y DE PROGRESION DE LA INFECCION POR EL VIRUS
DE LA INMUNODEFICIENCIA HUMANA (VIH)

Consuelo Viladés Laborda

ISBN: 978-84-692-9055-2 /RIcTones,genetiapsodel huésped, riesgo de infeccion y de progresion de la infeccion porel VIH _____

y produccion de esta quimioquina y como consecuencia se ha asociado a un retraso en la
evolucién de la enfermedad***.

En los dltimos afios, se han descrito una serie de factores intracelulares del huésped
que reducen la replicacion viral. Entre estos factores destaca la APOBEC36, un enzima
viral que restringe la replicacion viral. Esta citidina deaminasa, en ausencia de la
proteina viral Vif (proteina que acelera la degradacion de APOBEC3G), es capaz de
inducir una hipermutacién del ADN producido durante la transcripcion inversa, mediante
la cual la replicacién viral se ve atenuada'*’**8, Otro de los mediadores de la resistencia
antiviral celular innata es TRIM5a®, que es capaz de bloquear la replicacién antes del
inicio de la transcripcion inversa. No estd claro si variaciones genéticas en estos
factores del huésped pueden modular la historia natural de la infeccién.

Si que parece que presentan un papel mds importante en la modulacién de la historia
natural de la infeccidn, las variaciones de los receptores de las células NK (natural
killer), denominadas KIR (killer cell immunoglobulin-like receptors), que regulan la
funcion de estas células. Las NK representan la primera linea defensiva contra las
infecciones virales, previa al desarrollo de la respuesta inmune adaptativa. Estudios
recientes, han demostrado que los individuos que coexpresan KIR3DS1 (un receptor
regulador de la superficie de las NK) junto a HLA-Bw4-80I presentan una menor carga
viral en el steady-state, y un enlentecimiento en la progresién de la infeccién'***>°,
Otras asociaciones relacionadas con una progresién mds lenta han sido HLA B57 y altos
niveles de KIR3DL! (inhibidor del receptor)™.

Mencién especial debe hacerse de los mecanismos relacionados con el sistema inmune
adaptativo en los pacientes LTNP y controladores de élite. Estos pacientes presentan

una actividad efectora inmune muy superior a la observada en los pacientes que

progresan rdpidamente’®®. La actividad citotéxica de los CTL esta aumentada a través
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de la produccién de la proteina citolitica perforina™®® y de mdltiples citocinas
(interferdn-y, MIP-1p, TNF-a, IL-2 y/o CD107a)®*™°, lo que se relaciona con el control
completo sobre el VIH-1 de al menos algunos controladores de élite, pero como ha
demostrado recientemente Miura et al.’® adn en estos pacientes que mantienen cargas
virales por debajo de 50 copias de ARN/mI existe un escape a la actividad CTL. Asi
mismo, la actividad colaboradora de los linfocitos CD4+ también estd aumentada. Se ha
observado que tanto los controladores de élite como los LTNP presentan CD4+ que
expresan cantidades elevadas de IL-2 especifica e interferdn-y en respuesta a los
péptidos del VIH-1"'7 También se han observado titulos mds elevados de anticuerpos

neutralizantes en estos pacientes.

En esta tesis se presentan tres estudios inmunogenéticos sobre la influencia de
diferentes polimorfismos genéticos en CCR2, CCL2, CX3CR1y CX3CL1 en la progresidn

de la infeccién por el VIH-1 en la poblacion espafiola.

Estudio 1: "Los pacientes espafioles infectados por el VIH-1 no progresores en mds de
15 afios tienen una frecuencia aumentada de la variante alélica 249I del CX3CR1". J
Acquir Immune Defic Syndr. 2005; 40(5): 527-531.

Estudio 2: "Polimorfismos en la region 3' no traducida del gen de la fractalkina y el
riesgo de infeccion por el VIH-1y de progresion de la enfermedad”. AIDS. 2007; 21(7):
891-893.

Estudio 3: “"Efecto de las variantes genéticas de CCR2 y CCL2 en la historia natural de
la infeccién por VIH-1". CCL2-251866G esta sobrerrepresentado en una cohorte de
pacientes espafioles infectados por el VIH-1". J Acquir Immune Defic Syndr. 2007;

44(2): 132-138.
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Hipotesis.

Considerando que:

1.- El VIH-1 necesita interactuar con receptores de las quimioquinas ademds del

receptor CD4+ de las células que va a infectar para poder penetrar en su interior.

2.- Generalmente utiliza los receptores de quimioquinas CCR5 y CXCR4, llamados

receptores mayores. Estudios, /n vitro han observado que puede utilizar también otros

receptores de la célula diana como son el CCR2 y CX3CR1 para su entrada.

3.- El dnico ligando natural conocido del receptor de quimioquinas CX3CR1 es la

fractalkina o CX3CL1.

4.- CCR2 tiene como ligando natural la quimioquina MCP-1 o CCL2.

5.- Se ha demostrado que las quimioquinas pueden bloquear los correceptores y de esta

manera disminuir su disponibilidad para ser utilizados por el VIH-1 para su entrada a la

célula diana.

6.- Se sabe que la presencia de polimorfismos genéticos en los genes que codifican para

CCR5 pueden modular el riesgo de infeccién y de la progresién de la enfermedad.
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7.- Existen datos contradictorios a cerca de la influencia de estas variantes genéticas
de los correceptores “menores”, CCR2 y CX3CR1, y sus ligandos naturales CCL2 y

CX3CL1, sobre el riesgo de infeccién por el VIH-1y su historia natural.

8.- No hay estudios en la poblacion espafiola y particularmente en pacientes infectados
por el VIH-1 con progresion lenta de la enfermedad que evalden la influencia de estos

polimorfismos de CX3CR1, CX3CL1, CCR2 y CCL2.

Pensamos que:

Las variantes alélicas descritas en los genes que codifican para CX3CR1, CX3CL1,

CCR2 y CCL2 pueden modificar la disponibilidad del correceptor para su uso por el

VIH-1 y modular la historia natural de la infeccién, particularmente la de los

progresores lentos.
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Objetivos

Objetivo principal

Determinar si ser portador de las variantes alélicas de los receptores de
quimioquinas CX3CR1 (V249I y T280M) y CCR2 (V64I) y/o de las quimioquinas
correspondientes CX3CL1 (-2999T>C y -3042T>C) y CCL2 (-2518A>G) modulan el riego
de infeccién por el VIH-1 y/o alteran la historia natural de la infeccién por el VIH-1,
particularmente en los progresores lentos, en una cohorte de pacientes blancos

espafioles.

Objetivos secundarios

1.- Determinar la frecuencia alélica y las distribuciones genotipicas de los polimorfismos

genéticos estudiados en una poblacién espafiola de origen caucdsico.

2.- Evaluar la existencia de determinados haplotipos o genotipos que se transmiten en

desequilibrio de ligamiento, asi como, su influencia en la historia natural de la infeccion.

3.- Determinar la prevalencia y el efecto de la mutacion CCR5A32
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4. METODOLOGIA
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4.1.- Disefio de los estudios

Se trata de estudios transversales, multicéntricos de asociacién genética de casos y

controles.

4.2 .- Pacientes estudiados

Todos los pacientes y los controles son espafioles, mayores de 18 afios y firmaron un
consentimiento informado escrito segtin las normas del Comité Etico del hospital en el
que son atendidos. Se excluyeron del estudio los inmigrantes de otros paises, incluidos
paises europeos, asi como sus descendientes. Los grupos de personas estudiadas fueron:
no progresores o progresores lentos, expuestos no infectados, progresores tipicos y

controles no infectados.

4.2.1.- Pacientes.

Los pacientes se reclutaron de 7 centros participantes en este proyecto: Hospital de la
Santa Creu i Sant Pau de Barcelona, Hospital General de Granollers, Hospital del Mar de
Barcelona, Hospital Clinic Universitari de Barcelona, Hospital Mutua de Terrassa,
Hospital Universitari Sant Joan de Reus y Hospital Universitari de Tarragona Joan

XXTII.

Se han estudiado 2 grupos de pacientes infectados por el VIH-1, cuyos criterios y

categorias se detallan a continuacién:
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En los

Progresores lentos o ho progresores (LTNP): Pacientes asintomdticos infectados
por el VIH-1 desde hace mds de 15 afios que, en ausencia de tratamiento
antirretroviral, mantienen una cifra de linfocitos CD4+ persistentemente por
encima de 500 cel/pl y una carga viral plasmdtica del VIH-1 repetidamente menor
de 5000 copias/ml. Dentro de este grupo se categorizaron también los

controladores de élite o naturales®®'%

, que se definieron como aquellos
pacientes que a lo largo de la infeccidn nunca han presentado una carga viral por

encima de los limites de la detectabilidad utilizados en la prdctica clinica (50

copias / ml).

Progresores tipicos: Pacientes con infeccion por el VIH-1 que han progresado a
enfermedad avanzada, usualmente con la aparicion de alguna condicidn definitoria
de categoria C de acuerdo con los criterios de la clasificacion de 1993 del €DC
(Center for Disease Control and Prevention), con carga viral plasmdtica por
encima de 35.000 copias /ml y una progresiva disminucion de los linfocitos CD4+
con cifras inferiores a 350 cel/pl al menos en una ocasién durante los primeros

10 afios de la infeccidn.

pacientes en los que la fecha de la infeccion era desconocida se asumié como

fecha de infeccién probable la intermedia entre la dltima fecha con serologia negativa y

la primera positiva'®.
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4.2.2.-Expuestos no infectados

Personas con factores de riesgo para contraer la infeccion por el VIH-1 que han estado
expuestas al virus de forma repetida y que no se han infectado. Dentro de este grupo se

diferencian 2 subgrupos segtn el factor de riesgo para la adquisicion de la infeccién:

- Expuestos via parenteral: hemofilicos expuestos a concentrados de factores sin

inactivacion viral antes de 1986 no infectados por el VIH-1.

- Expuestos via sexual: personas que han estado repetidamente expuestas al virus
mediante la prdctica de relaciones sexuales no protegidas con personas
infectadas por el VH-1 durante los 12 meses previos al estudio, con una media de
mds de 600 coitos vaginales con eyaculacion durante un periodo de seguimiento

de 1 a 4 afios.

Los criterios de no infeccién por el VIH en los sujetos repetidamente expuestos no
infectados fueron la constancia de un enzimoimunoandlisis (ELISA) para VIH-1 negativo
y carga viral plasmdtica del VIH-1 negativa en al menos 2 ocasiones en un intervalo de 6

meses.

4.2.3.- Controles sanos.

Los controles sanos provenian de un Unico centro (Hospital Universitari de Tarragona
Joan XXIII). Se trata de un grupo constituido por donantes voluntarios de sangre y

personal sanitario.
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4.3.- Variables del estudio

a) Datos clinicos. Se realizé una historia completa a cada paciente, con anotacion
de la fecha de infeccién segura o probable y de la presencia o no de

enfermedades oportunistas.

b) Estudios de laboratorio
b.1) Carga viral plasmdtica del VIH-1.
b.2) Recuento de linfocitos CD4+
b.3) Andlisis de los SNPs V249T (G>A) y T280M (C>T) en el gen CX3CR1
b.4) Andlisis de los SNPs -2999T>C y -3042T>C en el gen CX3CL1
b.5) Andlisis del SNP V641 (6>A) en el gen CCR2
b.6) Andlisis del (SNP)) 2518 (A>G) en el gen CCL2

b.7) Andlisis de la delecién CCR5A32 en el gen CCR5

4.4.- Recogida de muestras

4.4.1. - Obtencion de sangre y plasma

Tras un minimo de 12 horas de ayuno, se extrajeron de la vena antecubital 2 tubos de 5

ml de sangre con EDTA (Img/ml) como anticoagulante. Inmediatamente después de la

extraccidén, un tubo de 5 ml se destind a la determinacién de linfocitos CD4+ . El

segundo tubo se centrifugé a 3.500 rpm durante 15 minutos a 4°C, se separé el plasma

en alicuotas, y se guardaron congeladas a -80° € hasta el momento de su procesamiento
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para la determinacion de la carga viral. El resto de la muestra se utilizé para la

extraccién de ADN.

4.4 2. - Extraccion de ADN

Se obtuvo a partir de 500 pl de sangre total. Se extrajo el ADN de manera automdtica
mediante el extractor MagNa Pure LC Instrument (Roche Diagnostics, Basel,
Switzerland). El ADN se cuantificé por espectrofotometria. Las muestras de ADN se
almacenaron a -80 C hasta su procesamiento para la determinacién de los polimorfismos

en los genes estudiados.

4.5.- Metodologia de laboratorio

Carqga viral del VIH:

La carga viral en plasma se determiné mediante el test de cuantificacion Cobas
Amplicor HIV-1 Monitor test Ultra Sensitive (Roche Diagnostics) y se utiliza el sistema
COBAS AMPLICOR version 1.5 (Roche Diagnostics) para su andlisis. El protocolo que se

sigui6 fue el recomendado por el fabricante.

Determinacion de linfocitos CD4+:

Las células se analizaron mediante un panel de anticuerpos monoclonales con tres
marcadores por tubo y conjugados con fluorescein-isotiocinato (FITC), ficoeritrina (PE)
y para CP (Tri Test CD4/CD8/CD3 en tubos trucount). Las muestras se analizaron en un
citémetro de flujo FAC Scan (Becton Dickinson Imunocytometry Systems, San José,
CA, USA). Para la adquisicion y andlisis de datos se utilizé el programa Multiset (Becton

Dickinson).
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Andlisis de los polimorfismos V249I (62A) y T280M (C>T) en el gen del guimiorreceptor

CX3CRI:

Los SNP V249I (6>A) y T280M (C>T) del quimiorreceptor CX3CR1 se analizaron
conjuntamente mediante la amplificacién de un fragmento de 300 pb por PCR y
posterior secuenciacién automdtica. Las reacciones de amplificacion se realizaron
utilizando los cebadores especificos siguientes: cebador con sentido 5 CAG AAT CAT
CCA GAC GCT GT 3' y antisentido 5 AGG CAT TTC CCA TAC AGG TG 3' (nimero de
acceso GenBank BC028078.1). La PCR se realizé en un volumen de 50 pL, que contenia:
100 ng de ADN, 0.2mM de dNTP, 0.2uM de cada cebador, 3 mM de MgCl; y 1 U de Taq
DNA polimerasa (GeneCraft, Liidinghausen, Alemania). Se realizé una electroforesis en
gel de agarosa al 2% de los productos de la PCR y se diluyeron en solucién de fornamida
y después de una desnatularizacién a 95° durante 5 minutos las muestras se analizaban
por secuenciacion automdtica en un secuenciador "ABI PRISM 310 DNA sequence

analyser” Applied Biosystems, Foster City, CA, Estados Unidos).

Andlisis de los polimorfismos -2999T>C y -3042 T>C de la region 3’ no traducida (3’'UTR)

del gen de la guimioguina CX3¢CL1:

Se estudiaron mediante la amplificacién de un fragmento de 242 pb y la posterior
secuenciacion automdtica por PCR. Los cebadores de la secuencia GenBank BC001163.1
eran los siguientes: 5' GGT 6T6 6C6 CAG CAT ATT 3' y5 ATCCTT GTC CAT 6TC CTG
CT3'. La PCR se realizé en un volumen de 50 pL, que contenia 100 ng de ADN, 0,2mM
dNTPs (Roche Diagnostic, Mannheim, Alemania), 0.2 uM de cada cebador (Sigma,
Chemical Co., St Louis, Missouri, USA), 3 Mm MgCl,, 1 U Taq DNA polimerasa
(GeneCraft GmbH, Liidinghausen, Alemania). Los productos de la PCR eran visualizados

en un gel de agarosa al 2 %. Los fragmentos de ADN fueron purificados con el Kit
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QIAquick PCR purification (QIAGEN GmbH, Germany) y secuenciadosutilizando ambos
cebadores en un analizador ABI PRISM310 (Applied Biosystems, Foster City, CA,

estados Unidos).

Andlisis de la mutacion V64I (6°A) en el gen del guimiorreceptor CCRZ:

El SNP V64T (6>A)en el gen del CCR2 se analiza mediante la amplificacién de un
fragmento de 234 pares de bases (pb) por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y
posterior secuenciacion automdtica. Las reacciones de amplificacién se realizaron
utilizando los cebadores especificos siguientes: cebador con sentido 5' TTA C66 TGC
TCC CTG TCA TA 3', y cebador antisentido 5" TCA TTT GCA GCA GAG TGA GC 3’
(ndmero de acceso de GenBank AF545480). La PCR se realizé con un volumen de 50uL
con 100 ng de ADN, 0.2 mM de deoxinucleosido trifosfato (dNTP), 0.2 yM de cada
cebador, 2 mM de MgCl, y 1 U de Tag DNA polimerasa (GeneCraft, Liidinghausen,
Alemania). Los productos de la PCR se visualizaron en un gel de agarosa al 2% por
electroforesis. Los productos amplificados se diluyeron en solucién de fornamida y
después de una desnatularizacion a 95° durante 5 minutos las muestras se analizaron
por secuenciacion automdtica en un secuenciador ABI PRISM 310 DNA (Applied

Biosystems, Foster City, CA, Estados Unidos).

Andlisis del polimorfismo en la posicion -2518 (A>G) en el gen de la quimioguina CCL2:

El SNP -2518(A>G) se analizé mediante fragmentos de restriccién de longitud
polimérfica ("RFLP") y se siguié la metodologia siguiente: se realizé una PCR con los
cebadores con sentido 5 CCA GCC AAA TGC ATT CTC TT 3' y antisentido 5’ CTT TGC
TGG CTG AGT GTT 3' (himero de acceso de GenBank AY357296). La PCR se realizé en

un volumen de 50 pL, que contenia: 100ng de ADN, 0.2mM de dNTP, 0.2uM de cada
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cebador, 2 mM de MgCl, y 1 U de Tag DNA polimerasa (GeneCraft, Liidinghausen,
Alemania). El producto de la amplificacién de 322 bp se digirié a 37°C de 4 a 6 horas con
la enzima de restriccién Pvu IT (New England Biolabs, Ipswich, MA, Estados Unidos) y
se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 2.5%. Los fragmentos amplificados
correspondian a un fragmento de 322 pb correspondiente al alelo A (ausencia del sitio

de restriccién) y dos fragmentos de 152 pb y 170 pb correspondientes al alelo 6.

Determinacion del polimorfismo CCRHA32 del guimiorreceptor CCRS:

Se trata de una deleccién de 32 pb. Se determiné mediante andlisis de fragmentos
con el programa GeneScand y el secuenciador automdtico ABI PRISM310 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, Estados Unidos). La PCR utiliza los cebadores con sentido
5' C6T CTC TCC CAG GAA TCA TC 3'y antisentido 5" TTC CC6 AGT AGC AGA TGA CC
3' (ndmero de acceso de Genbank AF031237.1). Los productos de la PCR se visualizaban
en un gel de agarosa al 2.5%. Los fragmentos amplificados se comprobaron con un
marcador interno de 500 pb y se obtenia un fragmento de 174 pb para el alelo salvaje y

un fragmento de 142 pb para el alelo mutado.

4.6.- Recogida de datos

Las variables clinicas y analiticas se recogieron en cuestionarios estandarizados y se
cred una base de datos con el sistema informdtico SPSS/PC+ (version 12.0 para

Windows; SPSS, Chicago, IL)
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7.- Andlisis estadistico:

Se realizéd una descripcién inicial de las variables con la media +/- desviacion
estdndar o mediana (rango) para las distribuciones no paramétricas. Las diferencias en
niveles entre grupos (carga viral plasmdtica, etc..) se compararon usando el test de la T
de Student, el test de la U de Mann-Whitney o ANOVA cuando fue necesario. Las
frecuencias de genotipos y alelos en los distintos grupos se compararon mediante el test
de la X% o el test exacto de Fisher cuando asi se requirié y se considerd significativo un
valor de p< 0.05. El equilibrio de Hardy-Weinberg se evalud mediante el test de la x°
goodnes-of-fit. Para evaluar la asociacion entre los distintos genotipos y alelos entre las
diferentes categorias de pacientes definidas se calcularon la odds-ratio y el intervalo

de confianza al 95%.

Se utilizé el programa informdtico SSPS versién 12.0 para Windows.

75



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

FACTORES GENETICOS DEL HUESPED, RIESGO DE INFECCION Y DE PROGRESION DE LA INFECCION POR EL VIRUS
DE LA INMUNODEFICIENCIA HUMANA (VIH)

Consuelo Viladés Laborda

ISBN: 978-84-692-9055-2 fHIcTonesgenétiaasoel huésped, riesgo de infeccion y de progresion de la infeccion por el VIH

76



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

FACTORES GENETICOS DEL HUESPED, RIESGO DE INFECCION Y DE PROGRESION DE LA INFECCION POR EL VIRUS
DE LA INMUNODEFICIENCIA HUMANA (VIH)
Consuelo Viladés Laborda

ISBN:978-84-692-9055-2/DL: T-2059-2009 Estudios

5. ESTUDIOS
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5.1.- Estudio 1

"Los pacientes espafioles infectados por el VIH-1 no progresores en mas de 15

afos tienen una frecuencia aumentada de la variante alélica 2491 del CX3CR1"

Spanish HIV-1-Infected Long-Term Non-Progressors of More Than 15 Years Have
an Increased Frequency of the CX3CR1 249I Variant Allele.

Francesc Vidal, MD, PhD, Consuelo Viladés, MD, Pere Domingo, MD, PhD, Montserrat
Broch, PhD, Enric Pedrol, MD, PhD, David Dalmau, MD, PhD, Hernando Knobel, MD, PhD,
Joaquim Peraire, MD, Cristina Gutierrez, PhD, M® Antonia Sambeat, MD, PhD, Angels
Fontanet, Elisabeth Deig, MD, Mireia Cairé, MD, Milagros Montero, MD, Cristobal
Richart, MD, PhD,and Simon Mallal MD, PhD on behalf of the Chemokines LTNP Study
Group.

J Acquir Immune Defic Syndr 2005, 40 (5): 527-531

Factor de impacto: 4.412 (9/50 Enfermedades Infecciosas, 1°" cuartil)

Este estudio fue financiado por la Fundacion La Maraté de TV3 (02/1830, 02/1831,
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Spanish HIV-1-Infected Long-Term Nonprogressors

of More Than 15 Years Have an Increased Frequency
of the CX3CRT 249I Variant Allele

Francesc Vidal, MD, PhD,* Consuelo Viladés, MD,* Pere Domingo, MD, PhD,7
Montserrat Broch, PhD,* Enric Pedrol, MD, PhD,} David Dalmau, MD, PhD,§
Hernando Knobel, MD, PhD, Joaguim Peraire, MD,* Cristina Gutiérrez, PhD,*
Ma Antonia Sambeat, MD, PhD, T A‘ngeis Fontanet, 7 Elisabeth Deig, MD, | Mireia Cairo, MD,§
Milagros Montero, MD, Cristobal Richart, MD, PhD.* and Simon Mallal, MD, PhDY
on behalf of the Chemokines LTNP Study Group

Background and Objectives: The mfluence of the polymor-
phisms of the CX3CRI chemokine receptor gene on the natural
history of HIV-1 infection is controversial. This study armed o deter-
mine whether functionally active CX3CR] genctic vanants are asso-
ciated with long-term nonprogressive infection of > 15 years in HIV-
l-infected Spanish patients.

Patients and Methods: Two single-nucleotide polymorphisms,
V2491 (G = A) and T280M (C = T), of the CX3CRI gene were
assessed in 271 Spaniards. These meluded 60 HIV-1-infected pa-
tients who were long-term nonprogressors (LTNPs) of =15 years,
109 HIV-1-mfected patients who were usual progressors (UPs), and
102 control subjects. The CCRIAZZ was also assessed. Genotyping
was performed usmg polymerase chain reacion and automatic
sequencing analysis methods on white cell DNA. Genotype and allele
frequencies were compared by the ¥ test and the Fisher exact test.

Results: The frequencies of the 2491 variant allele were 42% for
LTNPs, 24.5% for UPs, and 35% for healthy controls; the differences
between LTNPs and UPs were significant (odds ratio 0.46; 93% CI:
0.27 to 0.75; P=0.0017). For 280M the distnbution was 16% for
LTNPs, 14% for UPs, and 17% for healthy controls (P = N8). The
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haplotype 24912807 was significantly more common in LTNPs than
in UPs (P =0.0007). These results persisted after excluding from the
analysis the individuals carrying the CCRAZ2.

Conclusions: CXFCRI 2491 vanant allele 1s more frequent in
Spanish HIV-1-mfected LTNPs of =15 years. This effeet s
independent of the presence of the CCRIAZ? allele.

Kev Words: AIDS, HIV-1 infection, long-term nonprogressors,
CXICRI, chemokmes, chemokme receptor, CCRS

(J Acguir Immune Defic Syndr 2005:40:527-531)

striking feature in HIV-1 infection is that the natural
evolution varies broadly among infected patients. To test
the hypothesis that disease progression may be genetically
determined, attention has recently been paid to diverse host-
cell proteins that are used by HIV-1 to perpetuate infection.
Among these, genetic variants of the chemokine receptors
used by HIV-1 to enter the target cells such as CCRS, CXCR4,
and CCR2 have been investigated.'®
CX3CRI, a leukocyte chemotactic and adhesion re-
ceptor for the human chemokine fractalkine, is also used by
some HIV-1 strains as a coreceptor.” Two common and fime-
tional single-nuclectide polvmorphisms within the human
CX3CR1 gene have been reported: a G to A nucleotide substi-
tution, which translates isoleucine instead of valine at the
position 249 (V2491), and a C o T nucleotide substitution, which
translates methionine instead of threonine at the position 280
(T280M)." Information about the impact of these single-
nucleotide polymorphisms on the natural history of HIV-1
intection is discordant, and reasons for discrepancy should be
sought mainly in the different ethnic origins, definitions, and
composition of the cohorts studied.* " Noteworthy is that
most reports” ' have studied these allelic variants in rapid
progressors and tvpical (or usnal) progressors (UPs), rather
than in true long-term nonprogressors (LTNPs). In this study
we aimed to evaluate whether CY3CR I genetic variants were
associated with LTNP infection of >15 years” duration in a
cohort of Spanish HIV-1-infected patients.
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PATIENTS AND METHODS
Design and Setting

This was a multicenter observational case-control study.
All subjects were recruited from a prospectively collected
cohort of almost 3000 HIV-1-infected patients treated at the
HIV outpatient clinics of the 5 participating hospitals. These
hospitals are located in Catalonia in the northeast of Spain in
a peographical area <100 km in diameter and they treat
a homogeneous population.

Population

Two subsets of HIV-1-infected patients were studied:
LTNPs and UPs. Criteria for LTNP were as follows: asymp-
tomatic HIV-1 infection known to be of =15 years’ duration;
in the absence of any antiretroviral treatment, a stable CD4" cell
count persistently 500 cells/pL; and a plasma HIV-1 viral
load repeatedly <3000 copies/mL." Patients were categorized
as UPs it HIV-1 infection had progressed to advanced disease,
ie, the appearance of class C HIV-1 disease, according to the
1993 Centers for Disease Control criteria,'® and had plasma
HIV-1 viral load >33,000 copies/mL and a CD4" cell count
that declined over time and that was <350 cells/pL at least
once in the first 10 vears of infection. For a few patients whose
date of infection was not available, this was assumed to be the
midpoint between the first positive and the last negative HIV-1
blood test.'” As a control group we also studied a sample of
healthy subjects recruited from blood donors. All subjects in
ow study were white Spaniards. Immigrants from other
countries, including those from other European countries, and
their descendants were exchided. Informed oml consent was
obtained from each participant. The project was approved by
local ethical research committees.

Samples
Blood, DNA, and Plasma

Blood samples with ethylenediamine tetra-acetic acid
were obtained from an antecubital vein. Five milliliters of whole
blood was used to determine CD4 " cell count, and 500 pL was
used for DNA isolation by a MagNa Pure LC Instrument
(Roche Diagnostics, Basel, Switzerland). Plasma for deter-
mining HIV-1 viral load was obtained by centrfugation at
3500 g, for 15 minutes at 4C°.

Laboratory Methods

CX3CRI1 Genotypes

The CX3CRI V2491 and T280M mutations were studied
by polymerase chain reaction and sequencing analysis®
Amplification reactions were performed with the following
prmers: primer forward 53 'CAGAATCATCCAGACGCTGTS
and primer reverse 5° AGGCATTTCCCATACAGGTGY
(Genbank Accession number: BC028078.1) and under the
following conditions: in a final volume of 50 L with 0.2 mM
of deoxyribomucleoside triphosphate, 0.2 pM of primers,
3 mM MgCls, and 1 unit of Tag DNA polymerase (GeneCratft,
Lidinghausen, Germany). The program was as follows: 30
cycles of 30 seconds of denaturation at 94°C, 30 seconds of
annealing at 60°C, and 30 seconds of extension at 72°C. Poly-
merase chain reaction products of 300 bp were electrophoresed
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on a 2% agarose gel. The amplified products were diluted in
formamide solution, denaturated at 95°C for 5 minutes, and
analyzed by automatic sequencing in an ABI PRISM 310 DNA
sequencer (Applied Biosystems, Foster City, CA).

HIV-1 Infection—Related Parameters and
CCR5A32 Mutation

HIV-1 infection, plasma HIV-1 vimal load, blood CD4"
cell count, and CCR5A32 were assessed as previously
described.'®

Statistical Analysis

Statistical analysis was performed using the SPSS/PC+
statistical package (v. 12.0 for Windows: Chicago, IL).
Descriptive data are expressed as mean = 8D or median
(range) for nonparametric distributions. Differences in levels
between groups were compared using a Student ¢ test, Mann—
Whitney U test, or analysis of variance when necessary. Hardy—
Weinberg equilibnium was assessed by the x* goodness-of-fit
test. Genotype and allele frequencies in the different groups
were compared by the ¥ test or Fisher exact test when
necessary. A P value of <0.05 was considered significant. For
multiple comparisons of allelic frequencies, the Bonferroni
correction was used and the calculated level of significance
was a P value =0.003.

RESULTS

A total of 271 individuals were studied: 169 HIV-1-
infected patients and 102 healthy controls. All subjects were
white Spaniards. Of these patients, 60 were LTNPs and 109
UPs. Most (=90%) of the latter had progressed to advanced
infection and were receiving antiretroviral drugs. The age,
gender, and risk factors of LTNPs and UPs for acquiring HIV-1
were similar. Table | shows the characteristics and main data
on the population studied. As expected by the case definition
of LTNPs and UPs, they differed in duration of infection,
CD4" cell count, and plasma viral load.

CX3CR1Gene Polymorphisms

Table 2 shows the genotype distabution and allele
frequencies in the CX3CRJ gene at the positions V2491 and
T2ROM for the groups defined. The genotype distnbution in
the population studied fits the expected Hardy—Weinberg
equilibrium.

No significant differences were detected in the genotype
distribution and allele frequencies of the 280M variant be-
tween the 3 groups defined. With respect to 2491, no dif
ferences were observed between healthy controls and HIV-1—
infected subjects taken as a whole (P = N§). However, there
were significant differences in the CX3CRI V2491 genotype
distribution (P = 0.007) and allele frequencies (P = 0.0017)
between UPs and LTNPs, which showed that the mutated allele
A (2491) was more frequent in the LTNP subset (odds ratio:
0.46; 95% CI: 027 to 0.75). This was maintained after
excluding the 45 individuals heterozygous for CCRFA32,

The analysis of extended penotypes of the 2 CX3CRI
polymorphisms showed no differences in the whole distribu-
tion between healthy controls and HIV-l-infected subjects.
However, in the infected cohort, there were significant

© 2003 Lippincott Williams & Wilkins
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TABLE 1. Demographic and Clinical Characteristics of the Population Analyzed

HIV-1 LTNP HIV-1 UP Controls
Variable {n = 60) n = 109) {n = 102) r

Male (%) 37 (62) TR (71.5) 73(72) NS
Age (vemrs) (mean = SD) 403 = 74 418 89 4“6 = 101 .04
Duration of HIV-1 infection in years (mean = SDY) 173 £ 1.8 6Fx 27 =0.0001
Years from first time documented HIV infection

to treatment (mean = S0 48 =13
Plasma HIV RNA (copies/mL ) (mean and range) BOG (<50 o 4R00%) 11,808 (<250 w0 =750, 000) <0.0001
CD4" cell count (cells/ul) (mean and range) T57 (503-2080) 478 (6 1404) =0.0001
Risk factor for HIV

Injection drug users 41 (70.7%) T4 (67.9%) NS

Homosexual 5 (8.3%) 9 (8.3%) NS

Heterosexual 10 (16.7%) 19 (17 4%) NS

Other 4{6.%%) T (6.4%) NS

*< 3 was whimnly couned as 449.

Maost UPs (>90%) were moeiving highly active antiretroviral thempy. The high upper mnge of CD4” cell count and the Jow lower range of plasma viml load in UPs represent

the effect of antirctroviral treatment.

differences between UPs and LNTPs due to an increase in the
genotvpes carrying the A allele in the LNTP subset (P = 0.01;
Table 3). Likewise the observed haplotypes revealed a pre-
dominance of the 2491280T in the LNTP group (P = 0.0007;
Table 3). This was maintained when the individuals carrying
the CCR 5432 mutation were excluded. The haplotypes detected
also revealed that the 280M mutation was always associated
with 2491 polymorphism.

CCR5A32

Table 2 shows that there were no significant differences
in CCR3 genotype distribution and allele frequencies between
the different groups. CCR3A 32 homozygosity was not observed.

DISCUSSION

In this study we have observed that Spanish LTNPs have
an increased frequency of the CX3CRT 2491 variant allele. No
relation was established between the 280M variant allele and
LTNPs. The haplotype 2491280T was also significantly asso-
ciated with LTNP, and this did not depend on the presence of
the CCR3A32 allele. Neither the 2491 nor the 280M allele
influenced the risk of infection. Additionally, our data confirm
a close linkage disequilibrium between 2491 and 280M." The
280M mutation is atways inherited with the 2491 variant allele,
whereas 2491 can occur as an isolated polymorphism.

QOur results therefore suggest that the CXICRI 2491
allele has a modulator effect over the disease. The higher

TABLE 2. CX3CR1 Genotype and Allele Frequencies in the Groups Analyzed

All HIV-1 Infected
Genotype and Controls HIV-1 Infected HIV-1-Infected HIV-1-Infected
Allele Freguencies (= 102) {n = 169) F UPs (n = 109) LTNPs (n = 6() P
CAICRT
V2491 (G = A)
[§¥] 44 (43%) B4 (50%) 63 (58%) 21 (35%)
A 45 (44%) 63 (3%%) NS 37 (34%) 28 {47%) 0,007
AN 13 (13%) 19 (11%%) B (B%) 11 {18%)
Mutated allele A T1 {35%) 103 (30.5%) NS 53 (24.5%) 50 (42%) 0.0017"
CAICRI
T2M (C = T)
[ 5. 68 (67%) 122 (73%) 79 (73%) 43 (T2%)
CT 33 (32%) 42 (25%) NS 27 (25%) 15 (25%) NS
TF 1 (1%) 4(2%) 2 (2%) 2 (3%)
Mutated allele T 35 (17%) 500(15%) NS 31 (14%) 19 (16%) NS
CORST
wiwi BT (BT} 135 (81%) NS B8 (B1%) 47 (B1%) M5
wi/A32 13 (13%) 32 (19%) 21 (19%) 11 (19%)
A32 13 (6.3%) 32 (10%%) NS 21 (10%) 11 (9.5%) NS
*hdds mtio: 0.46 (95% CI: 0.27 to 0.75)
fwiswt: wild-tvpe homozygotes; wit/A32: A32 heterorygotes.
DNA of some patients could not be amplified (1 for CX3CR1 and 2 for CCRS),
@ 2005 Lippincott Williams & Wilkins 529
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TABLE 3. CX3CRT V2491 and T280M Genotypes and Haplotypes

All HIV-1
Controls HIV-1 HIV-1 UPs HIV-1 LTNPs
Genotype V2491 T2ROM (n = 102) (n = 16%) P (n = 109) n = 60) r
1 G cC 44 (43.1%) B4 (49.7%%) 63 (38.3%) 21 (35%)
2 AA cC 1 {1%) 6 (3.6%) 2 (1.9%) 4 (6.7%)
3 AA TT 1 (1%) 4(2.4%) 2 (1.9%) 2 (3.3%)
4 AA T 11 {10.8%) 9 (5.4%) NS 4 (3.7%) 5 (8.3%) 0,01
3 GA oC 23 (22 5%) 35 (20.8%) 16 {14.8%) 19 (31.7%)
[ GA [} 22 (21 6%) 30 (17.9%) 21 (19.4%) 9 (15%)
Haplotype
V2497280 G C 133 (65.2%) 233 (69.3%) 163 (75.5%) 70 (58.3%)
12497280 A C 36 (17.6%) 36 (16.7%) NS 24 (11.1%) 32 (26.7%) 0.007
1249 M2R0 A T 35 (17.2%) 47 (14.08%) 29(134) 18 (15%)

prevalence of this mutant allele in LTNPs could represent
a protective factor over disease progression because a more
rapid immunologic slope was detected in the group that we
have called UPs, in whom this allele was underrepresented. It
is difficult to assign just a protective or a deleterious role for
this genetic marker, because the genotypic distribution in both
UPs and LNTPs had no differences compared with the heal thy
population. In this sense, the A mutated allele was significantly
lower in UPs compared with healthy subjects (Table 2), but
when genotypic combination of 2491 and 280M was analyzed,
a clear increase in the genotype 5 including the A allele was
observed in LNTPs with respect to healthy controls (Table 3).
Moreover, no clear differences were observed in haplotype
combinations for both HIV-1 cohorts and healthy controls
(Table 3).

These new findings are in contrast with some previous
published reports. Thus, in the French cohorts, patients
homozygous for the 2491280M haplotype had a trend to more
rapid progression toward AIDS and death than patients with
the wildtype alleles or those who were heterozvgous® In
further studies in 3 North American cohorts, this accelerting
effect in mutant homozygotes was not found, but heterozy-
gosity was associated with a weak delay in developing AIDS
and death.® An absence of effect of the 280M genetic variant
on disease progression among infected subjects, as is observed
in our study, has also been reported in 2 studies from French'®
and Dutch"™ cohorts. There are some possible explanations for
this apparently discordant data. First, in the Spanish popu-
lation analyzed here, the genotype distribution of the CX3CR/
V2491 allele differs from that reported for other whites.® It is
difficult to explain the higher 2491 frequency in our popu-
lation, but it perhaps reflects genuine genetic diversity due to
migration patterns and the occupation of Spain historically by
eastern populations. Second, the characteristics of the cohorts
evaluated largely differ among studies because the mean
duration of HIV-1 infection of our LNTPs subjects was much
longer (=15 years) than that of the French Assymptomatiques
a Long Terme (ALT)" and Genetic Resistance to HIV (GRIV)"
cohorts, whose avemage duration of HIV-1 infection was
markedly lower (8 years). These more strict phenotypic criteria
in the selection of the nonprogressor patients may have
facilitated the finding of differences in CA3CR! polymormphisms
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between both HIV-1 subsets presented here. The low number of
subjects homozygous for this mutation in our study does not
permit us to discard an implication of this allele in the progression
of the disease, in agreement with findings reported by Kwa
et al."* However, the similar distribution of extended genotypes in
UPs and in LTNPs allowed us to think that the allelic influence of
the 280M variant on disease progression must be low, if any.

In summary, our results suggest that CXICRI V2491
polymorphism partly explains the diversity of HIV-1 disease
progression among individuals, Further studies are needed to
reproduce and validate these data in larger cohorts of well-
defined UP and LTNP HIV-l-infected patients. If so, our
results would then provide an insight for continued in-
vestigation of this chemokine receptor as a possible target for
future antiretroviral drugs.
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5.2.- Estudio 2

“Polimorfismos en la region 3' no traducida del gen de la fractalkina y el riesgo de

infeccion por el VIH-1 y de progresion de la enfermedad”.

Polymorphims in the 3' untranslated region of the fractalkina (CX3CL1) gene and
the risk of the HIV-1 infection and disease progression.

Joaquim Peraire, Francesc Vidal, Montserrat Plana, Pere Domingo, Blai Coll, Consuelo
Viladés, Felipe Garcia, Sergi Veloso, Josep M? Gatell and Montserrat Broch.

AIDS 2007 ; 21 (7) : 891-893

Factor de impacto : 5.846 (4/50 Enfermedades Infecciosas, 1°" cuartil)

Este estudio ha sido financiado por la Fundacién La Maraté de TV3 (02/1830), la Red
Espafiola de Investigacion en SIDA (RIS G03/173) y el Fondo de Investigacién

Sanitaria (FIS 04/1752, 05/1501, 05/1591 y 07/0976).

Parte de este trabajo fue presentado en parte en la 14th Conference on Retrovirus and

Opportunistic Infections, Los Angeles, CA, Febrero 2007 (Abstract D-309)
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Polymorphisms in the 3 untranslated region of the fractalkine (CX3CLT) gene and the risk of HIV-1 infection

and disease progression

Fracalkine (CX3CL1) 15 the only nanral hgand of the
HIV-1 co—receptor CHACHRL [1,2), In-vitro dam support
a potent and specific role for CX3CLL as a blocking factor
for HIV-1 infecoon [3]. Mo repors so far have asesed
whether the CXFCLY gene s polymorphic. A search
of the ange mucleotide polymorphisms dambase from
the Magomal Center for Biotechnology Information
(www.ncbhinlmnih.gov) identified owo  polymorphic
sites Jocated at the 3 unmanslated region (UTR) of the
gene, 2 T w C transition at position 2999 anda T o

C transition at position 3042, The 5 UTH ofthe gene 152
critical region for messenger RINA stability and protemn
translagon  [4,5]. In this study we ssesed whether
these two CXICLY genetr varians muence the risk of
HIV-1 infection or disease progression among infected
individuals in 2 cohort of adel white Spamards with
CCRIAI2 wild type,

Our study cohort consisted of 263 white Spamards; 86
healthy contmls, 31 repeatedly exposed but uninfected

Talble 1. CXTCLT penotype and allele Feguences in the groups analyed.

Capcaties aned alledes HC EU HIV-T frfected HIV-1 Up HIV-T LTNP
frequend ies i =h) fn=31) =146 p = B8 {rr=58) P
CXTCLT 2999 (T > ()
¥ 55 4%} 21 {70l 72 {52%) 45 | 54%} 27 (9%
T 27 3% T 3% 560 {365 0,15 TR {345} 22 {airs) 081
o 4 {5%:) 2 7% 16 (12%) T0{12%) 61T
Varlant allele C 15 (0% 171 {18%%] 2 {306 0im 4B {29% 34 {31%) 070
CXICL] 3042 §T =0
T 56 165%) 20 BT 67 {197%) 44 {53% 23 {42%;)
TC 25 @9 B 275 57 (410 0,11 30 {365 27 (A7) 033
o 5 d% 2 46%) 14 (10%%) 41T 5 {0%)
Variant allele C 15 20! 12 2Pkl B5 {31 .03 A48 {29%) 37 {34 .40

ELT, Repeatedly esqpased to HIV-1 bt uninfected indhiduals; HC, healtly contro b; LTSN, longlem non-progresdons; UP, weal progressons.

The LT iiﬁempe digrilution o positions 2 9959 and 3042 in control subjects fit {he expedied Hardy-Wei
allele mumbers do mot waich with patients studied becawe INA for CXFCLT genatyping could not be anplified in some

Cramahy e ar
st wichuaals.

individuals, md 146 HIV-1-infected pagens. OF these
patients, 88 were usual progressors and 58 were long-term
non-progressors (LTNE) of over 16 years” duraton. The
deculs and charactensocs of tis cohert have been
extensively described elsewhere [6,7] The pmiject was
approved by the local ethical research committecs. Five
hundred microlitres of whole blood wasused for genomic
DMA sohtion The YUTR CX3CLY single nucleotide
polymorphisms  mendooned above were sudied by
amplifying a fragment of 242 basepars and then
automatic sequencing of the polymerse chain reachon
(PCR) products Praimers from the GenBank sequence
BCHM 1631 wer a: follows: 5 -GGTCTGGOGCAGC
ATATT-3 and ¥-ATCCTTGTCCATGTCCTGO
=% PCR wxs carried out ina fmal volume of S0 pl,
contaimng 1 ng DMNA, 0.2 mM deoxyribonucleotide
riphosphate (Foche Diagnosocs GmbH, Mannheim,
Germany), (.2pM of each primer (Sigma Chenucal
Co., S Lows, Missouri, USA), 3mM  magmesum
chlonde, 1U Tag DMNA polymerse (GeneCraft GmbH,
Ludinghamsen, Germany). The PCR condigons were =
follows: %°C for 7 mun, followed by 35 ovdes cach of
96" for 3, 58.5°C for Mis and 72°C for Ms A final
extension step was carried out ab 72°C for Tmin. PCR
producs were visualized on 2% gel stained with e dudinm
bmomide, Amplicons were purified wsing the CHAquick
PCR purification kit Purified producs were automan-
cally sequenced inboth direcoons onan ABIPRISM 310
[DMA sequence analyser and following the protocol of the
Big Dye Terminator cycle sequencing kit verson 3.1

exqui | farium

subjecs: P=0.03 for 2990, and P=0.003 for 3042
Mone of these dlelic wvarime influenced disease pro-
gresion becamse they were equally represented in both
wsal progresos and [TNE These new data merit
comsideranon, however, becanse the ssoctarions that we
found are based only on allelewise comparisons and not
On genotypewise comparisons. As pomnted out ekewhers,
amociatons based on a sngle contrast ane les likely to be
replicated in further smidies than those based on more
contrasts [8], therefore the data must be treated wath
canton, The rttonale for studying CX3CL1 s that the
complex chemokine-chemokine receptor &5 currently
condgidered to be a funcoonal wmt, thos the abiliy and
avathbility of a parocular co-rece pror to bind HIV-1 may
be mediated by chemokine binding. In this regard our
resules suggest thar the CXFCLY 2994 C and 30420 allele
muay have a modoladng effect on the disese, and the
higher prevalence of tis mutant allele in HIV-1-infected
patents muay be a predisposing factor to infectoon. These
findings emphasze that the CXICR1I/CXICE amas
may influence HIV-1 disexse transmssicn, as has been
suggested by the fnding of an incresed CX3CLI
expresion i several cell oypes in T—eell zones of lymph
nodes from HIV-1-infected patnents [9). Moreover,
CHXH3CLY 5 considered to bea T helper orpe 1 chemo-
ke [10,11] as well 5 IFMN-~, -1 and TANF-o. CX3CLI
therefore plays an important mle in a T helper 1-ovpe
mmune response as the amplh ficanon crewit of polarized
T helper type 1 cells [12]). Grven the minor in-vivo role of
CX3CRI1 in the early phases of HIV-1 infection, it seems
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(Applied Biosystems, Foster Ciry, California, USA),
Genotype distribution and allele frequencies i the
different groups were compared wing the ¥ test or
Fisher's exact test when necessary. A Paloe of les than
(L5 wa considered sgnificane. The Hardy ~Wemberg
equitibrium was msesed by the ¥° poodness-of-fir st

Table 1 shows the CXICLY genotype and allele
distributions in the different groups. Carriage of the
CXFCLT 2999C and 3MM42C wanane alledes was more
frequent in HIV-1-mfected pagents than m uninfected

plasible that the effecs of CX3CL1 on HIV-
framsmisaon are a resul of s immune properties rather

than CX3CHR 1 blockade,
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5.3.- Estudio 3

“Efecto de las variantes genéticas de CCR2 y CCL2 en la historia natural de la
infeccion por VIH-1" CCL2-251866 esta sobrerepresentado en una cohorte de

pacientes espafioles infectados por el VIH-1"

Effect of Genetic Variants of CCR2 and CCL2 on the Natural History of HIV-1
infection. CCL2-251866 Is Overrepresented in a Cohort of Spanish HIV-1-
Infected Subjects.

Consuelo Viladés, MD, Montserrat Broch, PhD, Montserrat Plana, MD, PhD, Pere
Domingo, MD, PhD, Carlos Alonso-Villaverde, MD, PhD, Enric Pedrol, MD, PhD, Hernando
Knobel, MD, PhD, Davis Dalmau, MD, PhD, Joaquim Peraire, MD, PhD, Cristina Gutierrez,
PhD, Anna Lépez, M® Antonia Sambeat, MD, PhD, Montserrat Olona, MD, Felipe Garcia,
MD, PhD, Cristobal Richart, MD, PhD, Josep M® Gatell, MD, PhD, and Francesc Vidal,
MD, PhD, on behalf of the Chemokines and Long-Term Nonprogressors Study Group.

J Acquir Immune Defic Syndr 2007, 44(2): 132-138
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BASIC SCIENCE

Effect of Genetic Variants of CCR2 and CCLZ2 on the
Natural History of HIV-1 Infection

CCL2-2518GG Is Overrepresented in a Cohort of Spanish
HIV-1-Infected Subjects

Consuelo Vilades, MD,* Meontserrat Broch, PhD,* Montservat Plana, MD, PhD, 7 Pere Domingo, MD, PhD, }
Carlos Alonso-Villaverde, MD, PhD,§ Enric Pedrol, MD, PhD!| Harnando Knobel MD, PhDY
David Dalmau, MD, PhD # Joaguim Peraive, MD,* Cristing Gutiarez, PhD* Anna Lopez, T
M* Antomia Sambeat, MD, PhD,} Montserrat Olona, MD,* Felipe Garcia, MD, PhD,T
Cristobal Richart, MD, PhD,* Josep M* Gatell, MD, PhD,7 and Francesc Vidal MD, PhD* on behalf
of the Chemokines and Long-Term Nonprogressors Study Group

Background and Objectives: Polymorphisms in the genes that
encode for the CCRZ chemokine receptor and its natural ligand CCL2
have been shown to nfluence the natural history of HIV-1 infection,
although data are meonsistent, Our amm was 0 determine whether
funetionally active CCR2 and CCL2? genetic vartants mfluence the nsk
of infection and discase progression in a cohort of white Spaniards.

Patients and Methods: This was a multicenter genetic association
case-control study. Two single nucleoide polymorphisms (SNPs),
K4l (G = A) of the CCR2 gene and —2518 (4 = G) of the CCL2
gene, were assessed in 318 individuals: 73 HIV-1-infected long-term
nonprogressors (LTNPs) of =16 years duration, 109 HIV-1-infected
usual progressors (UPs), 36 heavily exposed to HIV-1 but uninfected
indwviduals (EUs), and 100 control subjects. The distnbution of
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the CCRSA32 allele was also assessed. Genotyping was performed
using polymerase chain reaction (PCR) restricion fragment length
polymorphisms (RFLPs) or PCR and automatic sequencing analysis
methods on white blood cell DNA. Genotype and allele frequencies
were compared by the x* test and the Fisher exact test

Results: CCR2? genotype distribution and allele frequencies showed
nonsignificant differences between groups. The distribution of CCL2
alleles showed no significant differences between groups. HIV-1-
infected individuals had, however, a significantly higher prevalence of
the vanant homozygous CCL2 GG genotype compared with EUs
(P = (.02). This result persisted when we studied only individuals
with wild-type CCR3. Genotype and allele distribution of CCL?
was similar in HIV-1-infected UPs and LTNPs.

Conclusions: In our cohort of white Spaniards, homozygosity for
the vanant CCL2-2318GG genotype 1s overrepresented m HIV-1-
infected subjects,

Key Words: AIDS, CCL2, CCR2, chemokines, chemokine receptor,
HIV-1 infection, long-term nonprogressors

(f Acguir Immune Defic Syndr 2007;44:132-138)

he natural historyv of HIV-1 infection varies greatly

between individuals."® To test the hypothesis that the
risk of infection and disease progression may be at least
partially genetically determined, attention has recently been
paid to diverse host-cell proteins that are necessarly used by
HIV-1 to infect cells. Among these, genetic variants of the
cellular coreceptors used by HIV-1 and their natural ligands,
the chemokines, have aftracted the interest of researchers
because of their critical role in the process by which the virus
enters into the tarzet cells.™ "

We recently studied the influence of common allelic
variants of CCR5,"” RANTES,” CXCR4," SDF-1,"" and
CX3CR1" on the natural history of HIV-1 infection in a cohort
of white Spaniards. Here, we report a study into the effect of
genetic variants of CCR2 and CCL2 (known also as monocyte

132 | Acquir Immune Defic Syndr » Volume 44, Number 2, February 1, 2007
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Effect of Genetic Variants in HIV-1 Infection

chemoattract protein-1 [MCP-1]) on the nsk of HIV-1
infection and disease progression. The rationale behind this
study is that CCR2 is a CC chemokine receptor that may act as
an HIV-1 coreceptor.'® A common single nucleotide poly-
morphism (SNP) that translates isoleucine instead of valine
{(V641) has been described in the COR2 gene.'” The effect of
this CCR2 allelic variant on the natural course of HIV-1 has
been widely assessed, with inconsistent results Reports
elsewhere'” " and a meta-analysis® have suggested a signifi-
cant impact on the risk of infection' and disease pro-
gression”™' "' **" in different cohorts. Other reports, however,
have tempered this toward less robust or no effects.* Other
investigations found that CCR2-64] may delay disease
progression early after infection but that carriage of this
variant allele is no longer influential in late advanced stages of
the infection. ™ ® The reasons for this discrepancy should be
searched for mainly in the different ethnic origins, definitions,
and compositions of the cohorts studied. The binding of CCR2
by ligands such as CCL2*" modulates its biologic functions.
CCR2 and CCL2 should therefore be regarded as a functional
unit.® CCL2 is a polymorphic gene, and a fimctional SNP
within the regulatory region of the CCL2? gene has been
described.” To date, information about the effect of CCL2
allelic variants on the natural historv of HIV-1 infection in
adults™" and children®** is scarce.

We therefore aimed to evaluate whether CCR2 and
CCL2 genetic variants influence the risk of HIV-1 infection
and disease progression in a cohort of white Spanish HIV-1-
infected patients made up of long-term nonprogressaor (LTNPs)
of >16 years duration and usual progressors (UPs). This
exireme LTNP phenotype was selected to avoid the protective
effect against disease progression exerted by the presence of
the CCR2-641 variant allele during the first years of infection.”
We also studied a group of individuals who are resistant to
HIV-1 infection. The CCRIA32 allele was also assessed.

PATIENTS AND METHODS
Design and Setting

This was a multicenter population association study. All
subjects were recnuited from a prospectively collected cohort
of almost 6000 HIV-l-infected patients treated at the HIV
outpatient clinics of the 8 participating hospitals.

Population

Two subsets of HIV-1-infected patients were studied:
LTNPs and UPs. Criteria for LTNPs were asymptomatic HIV-1
infection of longer than 16 years’ duration in the absence of
any antiretroviral treatment, a stable CD4" cell count
persistently =500 cells/ul, and a plasma HIV-1 viral load
repeatedly <5000 copies/mL." LTNPs were further divided
into 2 subgroups according to whether their plasma viral load
was detectable (DVL) or persistently undetectable. LTNPs in
the latter subgroup were called elite controllers.™ Patients
were categorized as UPs 1f HIV-1 infection had progressed to
advanced disease, namely, the appearance of class C HIV-1
disease, according to the 1993 Centers for Disease Control and
Prevention criteria,™ in addition to a plasma HIV-1 viral load
of =35,000 copies'mL and a CD4" cell count that declined

©@ 2006 Lippincon Williams & Wilkins
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over time and was at least once <350 cells/pL in the first 10
years of infection. For a few patients whose date of infection
was not available, this was assumed to be the midpoint
between the first positive and last negative HIV-1 blood
tests.”™ A group of repeatedly exposed but uninfected
individuals (EUs) was also evaluated These were categorized
into 2 groups according to the risk factor for acquiring HIV-1:
parenterally exposed and sexually exposed. The parenterally
exposed group was made of hemophiliacs who were exposed
to nonviral inactivated clotting factor concentrates before
1986; they belonged to a large cohort of hemophiliacs who
mostly became HIV-1 infected, and all of them, including
those studied here, also became infected with hepatitis C
virus.'®" The sexually exposed group was made up of
individuals who have had high exposure through unprotected
sex with HIV-1-infected partners during the past 12 months
betore the study, with a median of =600 episodes of vaginal
intercourse with ejaculation during the period of follow-up,
which manged between | and 4 vears. These individuals and
their HIV-1-infected partners belonged to a large cohort of
individuals with long-term follow-up.*" Criteria for non-
HIV-1 infection in EU individuals were a negative HIV-1
enzyme immunoanalysis and undetectable plasma viral load
after at least 4 consecutive determinations at 6-month
intervals.”®'” As a control group, we studied a sample of
healthv subjects recruited from voluntary blood donors. All
subjects in our study were white Spaniards. Immigrants from
other countries, including those from other European
countries, and their descendants were excluded. Informed
consent was obtained from each participant. The project was
approved by the local ethical research committees.

Samples

Blood, DNA, and Plasma

After 12 howrs of fasting, blood samples with ethyl-
enediaminetetraacetic acid were obtained from an antecubital
vein. Five milliliters of whole blood was used to determine the
CD4" lymphocyte cell count, and 500 pL was used for DNA
isolation by a MagNa Pure LC Instrument (Roche Diagnostics,
Basel, Switzerland). Plasma for determining HIV-1 viral load
was obtaned by centrifugation at 3500¢ for 15 minutes at4°C.

Laboratory Methods

HIV-1 Infection
HIV-1 infection was diagnosed using a positive enzyme
immunoanalysis and confirmed by a positive Western blot test.

Plasma HIV-1 Viral Load

Plasma HIV-1 viral load was determined by the HIV
Cobas  Ampliprep CAP-CTMHIV-1 using the COBAS
AMPLICOR system (Roche Diagnostics). The cutoft for an
undetectable viral load was 50 copies/jL.

Assessment of Blood CD4" Lymphoeytes

Samples were analyzed using a flow cytometer FACScan
(Becton Dickinson Immunocytometry Systems, San José,
CA). Data acquired were analyzed using the Multiset
program {Becton Dickinson).
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Genotype Determination

Personnel performing genotyping analysis (Montserrat
Broch, Carmen Aguilar, and Eva Gonzilez) were blinded to
the HIV-1 status of patients and controls and to the HIV-1
disease progression status of patients.

CCR2 Genotype

The V641 (G = A) SNP in the CCR2 gene was studied
by polymerase chain reaction (PCR) and automatic sequencing
analysis. The amplification reactions were performed as
follows: pnmer forward 5" TTA CGG TGC TCC CTG
TCATA 3, and primer reverse, 3" TCATTT GCA GCAGAG
TGA GC 3" (GenBank Accession number: AF5435480); final
volume of 50 pL with 02 mM of deoxynuclecside
triphosphate (dNTP), 0.2 pM of primers, 2 mM of MgCl,
and 1 U of Tag DNA polymerase (GeneCraft, Liidinghausen,
Germany). The program was 30 cycles of 30 seconds of
denaturation at 96°C, 30 seconds of annealing at 61°C, and 30
seconds of extension at 72°C. PCR products of 234 base pairs
(bp) were electrophoresed on a 2% agarose gel. The amplified
products were diluted in formamide solution, denaturated at
95°C for 5 minutes, and analyzed by automatic sequencing in
an ABI PRISM 310 DNA sequencer (Applied Biosystems,
Foster City, CA).

CCL2 Genotype

The —2518 (A > G) SNP in the CCL2 gene was studied
by restriction fragment length polymorphism (RFLP). The
conditions for amplification were as follows: primer forward,
5' CCAGCC AAATGC ATT CTCTT 3', and primer reverse,
53" CTT TGC TGG CTG AGT GTT 3' (GenBank Accession
number: AY357296); PCR with final volume of 30 pL, 0.2
mM of dNTP, 0.2 pM of primers, 2 mM of MgCl; and 1 U of
Tag DNA polymerase (GeneCraft). The program was 30
cycles of 30 seconds of denaturation at 96°C, 30 seconds of
annealing at 56°C, and 30 seconds of extension at 72°C. PCR
products of 322 bp were digested by Pvu Il (New England
Biolabs, Ipswich, MA) at 37°C for 4 to & hours and
electrophoresed on a 2.5% agarose gel: a 322-bp fragment

corresponding to A allele (restriction site absent) and a set of
152 bp and 170 bp corresponding to the G allele.

CCR5A32 Genotype

This was assessed as previously described.'* "

Statistical Analysis

This was performed using the SPSS/PC+ statistical
package (version 12.0 for Windows: SPSS, Inc., Chicago, IL).
Descriptive data are expressed as mean = SD or median
(range) for nonparametric distributions. Differences in levels
between groups with continuous variables were compared
using a Student ¢ test, Mann-Whitney U test, or ANOVA when
necessary. Hardy-Weinberg equilibrium was assessed by the *
goodness-of-fit test. Genotype distribution and allele frequen-
cies in the different groups were compared by the ¥° test or
Fisher exact test when necessary. A P value of <0.05 was
considered significant. With respect to the nsk of infection,
owr primary analysis was between HIV-l-infected and EU
subjects; data on genotype distribution and allele frequencies
from healthy controls were considered only descriptive.

RESULTS

Three hundred 18 individuals were studied: 182 HIV-1—
infected patients and 136 uninfected individuals (100 healthy
controls and 36 EUs). Of these patients, 109 were UPsand 73
were LTNPs. Of the LTNP subjects, 39 were elite controllers.
The age, gender, and risk factors for acquiring HIV-1 infection
of UPs and LTNPs were not significantly different. Most UPs
(=90%) were receiving highly active antiretroviral therapy
(HAART). Table 1| shows selected characteristics of the
populations studied.

CCR2 Gene Polymorphisms

Genotype distribution and allele frequencies of the V641
G > A polymorphism in the CCR2 gene for the control group
and the different patient categories are shown in Table 2. The
genotype distribution in control subjects fit the expected
Hardy-Weinberg equilibrium. The distribution of genotypes
containing the variant A allele, homozygous or heterozygous,

TABLE 1. Demographic and Clinical Characteristics of the Population Analyzed

Healthy Conirols EUs HIV-1 UPs HIV-1 LTNPs
Variable {n = 100y (n = 36) (n= 109) (n=73) P

Male (%) T3 (73%) 22 (61%%) T8 (T1.3%) 50 (62.5%) 0.50
Ape (v) (mean = 5D} 446 = 10.1 467 =932 418 = 89 416 = 7.1 .82
Duration of HIV-1 infection (mean = SD) 62*327 182+ 16 <0.0001
Years from first time documented HIV-1 infection 43> 13

to treatment (mean = SD)
Plasma HIV-1 RNA (copies'mL) {mean and range) = 11,808 {<-30-=T750,000) 267 (= 50-4600) =0.0001
€04 Tecell count {cells/pL) (mean and ranpe) 478 (Bb-1404) T72 (503-2080) =0.0001
Exposure to HIV-1

Parenteral 22 (61%) 61 (58%) 47 (64.5%)

Sexual 14 (39%) 39 (37%) 22 (30%%) (LX)

Other 5 (5%) 4 (5.5%)

<50 wns arhiranly counted as 49,
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TABLE 2. CCRZ and CCL2 Genotype and Allele Frequendies in the Groups Analyzed

Genotype and Allele HCs Els HIV-1-Infected P (EUs va HIV-1 UPs HIV-1 LTNPs P (HIV-1-UPs vs.
Frequencies (n = 100) (n = 36) (o= 182) HIV-1-Infected) (n = 10%) {n=73) HIV-1-LTNPs)

CCRI-VB4I (G > A)

Gl B3 (R7.4%) 31 (86.1%) 148 (83.6%) 87 (B2.E%) 61 (84.7%)

GA 12 {12.6%) 5(13.9%) 28 (15.8%) .86 17 {16.2%) 11 (15.3%) 0.69

AA 1] 0 1 {0.6%) 1 (1%) 1]
Variant allele A 12 {6.3%) 5 {6.9%) 30 (8.5%) .84 19 (9%) 11 {7.6%) 0.78
CCL2-23518 (4 = G)

AA 36 (60.2%) 19 (32.8%) 97 (535.4%) 52 (51%) 45 (61.6%)

Al 35 (37.6%) 17 (47.2%) 54 (30.9%) 0.02 34 (33.3%) 20 (27.4%) 035

Gl 2 (2.2%) 0 24 (13.7%) 16 (13.7%) B (11%)
Variant allele (3 3% (21%) 17 (23.6%) 102 (29:1%) 0.96 66 (32.3%) 36 (24.6%) 0.15

CCRSAZ2*

wiwt BY (87%) 30 (B5.7%) 143 (78.6%) 88 (80.7%) 55 (75.3%)

wi/A32 13 (13%) 5 (14.3%) 39 (21.4%) 034 21 (19.3%) 18 (24.7%) 049
Variant A32 allele 13 (6.5%) 5(7.1%) 39 (10.7%) 0,36 21 (9.6%) 18 (12.3%) 052

wt indicates wild-type alleke; A3Z, 32-bp deletion.

Cenotype and allele numbers do not mach with patients shadied becapse DNA for COR2, CCL2, and CCRS genotyping could not be amplified in some individaals,

*Homozy posity A37/A32 was not detected.

was nonsignificantly differently distributed between HIV-1-
infected and EU individuals (P = 0.86). Allele-wise analysis
also showed nonsignificant differences between HIV-1-
infected and EU individuals (P = (.84). Among the infected
patients, genotype-wise and allele-wise analyses showed no
significant differences between UPs and LTNPs (P = 0.69 and
P = (.78, respectively; see Table 2). When we analyzed the
LTNP subset of patients and compared elite controllers versus
those with a DVL, we found no significant differences in
CCR2 genotype or allelic distribution. Further analysis of the
CCR2 genotype performed after excluding the 37 individuals
who were heterozygotes for CCRIA3 2 (homozygzotes were not
detected) did not significantly alter these resulis (detailed data
not shown but available on request).

CCL2 Gene Polymorphisms

Genotype distribution and allele frequencies in the
CCL2 gene at the position —2518 for the control group and the
various patient categories are shown in Table 2. The genotype
distribution in control subjects fits the expected Hardy-
Weinberg equilibrium. Genotype-wise analysis showed that
homozygous genotypes containing the variant (i allele were
significantly overrepresented in HIV-1—infected patients with
respect to EUs (P = 0.02). Allele-wise analysis failed to
confirm such an association, however, and showed non-
significant differences in the distribution of the variant G allele
between these 2 groups (P = 0.96). Among the infected
patients, genotype-wise and allele-wise analysis showed no
significant differences between UPs and LTNPs (P = 0.35 and
P=10.15, respectively). When we analyzed the LTNP subset of
patients and compared elite controllers with those with DVL,
we found no significant differences in CCL2-25184 > @
genotype or allele distribution. Further analysis of the CCL2
genotype or allele distribution performed only in the 261
individuals with the wild-type CCRS genotype did not
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significantly alter the results obtained in the whole cohort
(detailed data not shown but available on request).

CCR2 and CCL2 Genotypes and Haplotypes
Analysis of the extended genotypes of the 2 CCR2 and
CCL2 polymorphisms showed the existence of 7 different
genotypes among the 9 possible genotypes. Common
genotype | was composed of the homozygous wild-type
CCR2 GG and CCL2 A4. Common genotype 2 was composed
of CCR2 GG and CCL2 AG. The remaining 5 uncommon
observed combinations of genotypes were grouped and called
“uncommon genotype.” When we compared HIV-1-infected
and EU individuals, the former had a marginal but
significantly increased frequency of the uncommon genotype
(which included the CCL? GG genotype; P = 0.048).
Conversely, analysis of the distribution of the observed
haplotypes failed to reveal significant differences between
groups (P = (.68). The results and analyses were the same
when the individuals who carried the CCR5A32 allele were
excluded (detailed data not shown but available on request).

CCR5A32 Allele

There were no significant differences in CCRS genotype
or allelic distributions among the different groups (see Table
2). Homozygosity for the CCRSA32 allele was not observed.

DISCUSSION

In this study, we have observed that carriage of the
homozygote CCL2-2518GAT genotype is associated with an
increased risk of HIV-1 infection in a cohort of white Spaniards.
Conversely, once infection is established, carniage of this variant
genotype and allele does not modulate the LTNP state. No
relation could be established between the CCR2-F641 SNP and
the nisk of infection or disease progression at least 16 years after
the onset of infection. Nevertheless, unless time-dependent
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analyses are performed we cannot exclude a time-dependent
effect of the CCR2- V641 SNP at early stages of infection.™ Our
results were independent of the presence or absence of the
CCRSA32 allele. Further analysis of extended genotypes that
included CCR2 and C'CL2 genetic variants together showed
a modulatory effect of CCL2-25184 =  SNP on the nisk of
HIV-1 infection but not on disease progression.

The CC chemokine receptor CCR2 has been shown to
bind HIV-1 in vitro,™ although its efficiency as an HIV-1
coreceptor in vivo seems limited. The CCRZ gene is
polvmorphic, and the CCR2-641 variant allele affects receptor
functionality.”™ Several reports have assessed how CCR2
genetic polymorphism modulates the natural history of HIV-1.
Some reports have shown that carriage of the vanant 647 allele
confers some protection against infection,'® but that was not
confirmed in others.* " [n this respect, our data do not
support a major role of the CCR2-641 allelic variant for the risk
of infection, because genotype-wise and allele-wise analyses
showed no differences between HIV-1-infected subjects and
EU subjects. These results are in contrast to data from some
researchers who have pointed out that genotypes containing
the homozygous 647 variant allele modulate the risk of
infection;'® however, this should be interpreted with great
caution, because in that report, individuals from the control
group had no reported risk practices for acquiring HIV-1
infection. In this respect, the data presented here include the
analysis of a cohort of extremely high-risk exposed but
uninfected individuals. Although the cohort was small, our
results provide a consistent argument against any influence of
CCR? allelic variants on the risk of HIV-1 infection.

With regard to disease progression once infected,
available information is also inconsistent. Some studies' ***!
and a meta-analysis” reported that carriage of the variant allele
was associated with delayed disease progression, whereas
others failed to find such an effect *'**? Qur data suggest that
carriage of the CCR2-64] variant genotype or allele has no
modulator effect on disease progression and that individuals
with the extreme LTNP phenotype do not have a different
genotype or allele distribution from that of UPs. We studied
this particular extreme phenotype to distinguish clearly
between the two categones of HIV-l-infected patients and
to avoid overlapping of patients between groups. We
acknowledge that the cross-sectional nature of the present
study does not allow the dissection of time-dependent genetic
effects, so we cannot exclude the CCR2-64/-attributed early
delay in disease progression.™ *® Also, our small sample size
makes our study underpowered to find the modest expected
effects of CCR2-64 and CCRIA32*

CCL2, also known as MCP-1, is the prototype of
a group of chemotactic cytokines known as CC chemokines. "
CCL2 is a key mediator of monocyte trafficking and plays
a cntical role in inflammation™ and atherosclerosis in HIV-1—
infected'™* and —uninfected subjects.'**" The ligand encoded
by the CCL2 gene exerts its functions by binding to CCR2.
CCL2 is a polymorphic gene. A functional SNP (A = G)
located at position —2518 (called —2578 by others™) in the
distal regulatory region of the gene has been shown to
influence CCL2 expression™ and production® ™ because of
modifications in the transcriptional activity of the gene. Unlike

136

what occurs with CCR2, few data are available on the effects
of CCL2 genetic variants on the natural history of HIV-1
infection. A seminal study from Gonzalez et al’” showed that
the homozygous —2518GG variant genotype protected
agaimst HIV-1 infection; however, once infection was
established, it was associated with rapid progression and
neurologic impairment. This modulator effect was observed in
adults but not in children. Conversely, in a study of genetic
variants within the cluster made bv MCPI-MCP3-cotaxin
genes in 5 adult cohorts, some haplotypes containing the
promoter CCL2-2136T, intron 1| CCL2 767, and promoter
eotaxin-13854 variant alleles influenced HIV-1 transmission,
but no effect was aitributed to haplotypes that contained the
CCL2-25184 variant allele® A recent report in children
confirmed a lack of association between carriage of the CCL2-
25]8G wvariant allele and risk of infection or disease
progression and neurologic impairment,’* which confirms
that the modulatory effects of CCL2 genetic vanants are
limited to adults. Our data in adults and with respect to the risk
of infection suggest that carriage of the homozvgous CCL2-
25]8G@ varant genotype confers an increased nsk of HIV-1
infection. We acknowledge, however, that these new findings
should be interpreted with caution because we have observed
the ('CL2 effects only in the genotype-wise analvsis but not in
the allele-wise analysis, and, as shown empirically, the
associations that are based on a single genetic contrast are
far less likely to be replicated by subsequent studies.™
Conversely and in relation to disease progression, genotype-
wise and allele-wise analyses showed that the CCL2 genetic
variant studied did not modulate disease progression in our
cohort. A question arises as to what are the reasons for the
different findings in our study compared with those previously
reported. In the report from Gonzalez et al,™ the comparator
group for the nsk of infection was made up of healthy blood
donors with unknown information on HIV-1 exposure status,
whereas we have used EU individuals. With respect to disease
progression, they studied HIV-1-infected patients with a mean
of approximately 6 years” duration of infection, whereas we
have assessed this issue by analyzing an extreme non-
progressor phenotype (=16 vears of infection). As mentioned
previously, our design does not permit us to discard an early
time-dependent effect of the CCL2-2518 ( genetic variant on
HIV-1 disease progression, such as has been assessed tor other
genes.” With respect to the study by Modi etal’! the effects of
CCL2 genetic vaniants were assessed within a haplotype
combination rather than alone. Differences in study design and
tvpe of controls and patients recruited thus seem to be the most
plausible explanation for the different findings between our
study and those reported previously.® Genuine racial diversity
can provide an additional explanation.™

In summary, our results suggest that CCL2-2518 4 = G
SNP may partly explain the diversity of HIV-1 vulnerability in
white Spaniards. Given the small number of individuals presented
here, these data need further validation in larger cohorts.
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ESTUDIO 1:

Los pacientes espafioles infectados por el VIH-1 no progresores en mds de 15 afios

tienen una frecuencia aumentada de la variante alélica 249I del CX3CR1

CX3CR1, receptor de la quimioquina fractalkina, puede ser utilizado por algunos
aislados del VIH-1 como correceptor para su entrada en la célula. En el gen de este
quimiorreceptor se han descrito 2 SNPs®, una sustitucién del nucleétido G por A en la
posicién 249, que traduce por isoleucina donde debiera ir una valina (V249I) y una
sustitucién del nucledtido C por T en la posicion 280 que traduce metionina por ftreonina
(T280M). Se han presentado estudios sobre el impacto de estos SNPs en la historia

natural de la infeccién por el VIH, pero con resultados contradictorios!®141160-163

En este estudio evaluamos si las variantes genéticas debidas a la presencia de los
SNPs V2491 y T280M en el gen CX3CRI1 estdn asociadas con la condicion de LTNP en
una cohorte de espafioles LTNP con infeccién por el VIH-1 de mds de 15 afios de

evolucidn.

Observamos que los pacientes espafioles infectados por el VIH-1 que entran dentro
de la categoria de no progresores a largo plazo tienen una frecuencia aumentada de la
variante alélica CX3CR1 249I al compararlos con los progresores tipicos. No se
encuentra relacién entre la variante alélica 280M y el estado de LTNP. También
encontramos una asociacién significativa entre el haplotipo 249I280T y la ho progresién
a largo término. Todos estos resultados no se modifican cuando se estudia la presencia o
no del alelo CCR5A32. Ninguna de las dos variantes alélicas influyen en el riesgo de

infeccion por el VIH-1 ya que no existen diferencias significativas entre los pacientes
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infectados por el VIH-1y los controles sanos. Ademds, nuestros datos confirman un
cerrado desequilibrio de ligamiento entre 249I y 280M, de forma que la mutacion 280M
va siempre junto con la variante alélica 249I, mientras que la esta Ulltima puede
presentarse como un polimorfismo aislado. Estos datos, por lo tanto, sugieren que el
alelo CX3CR1 2491 tiene un efecto modulador sobre la evolucidn de la enfermedad, la
mayor prevalencia de esta variante alélica en los LTNP representaria un factor
protector sobre la progresién de la enfermedad ya que se detecté un deterioro
inmunoldgico mds rdpido en los pacientes UPs, en los que esta variante alélica estaba
infrarrepresentada.

Estos hallazgos contrastan con algunas publicaciones previas. Faure et al*®

. presentan
una cohorte francesa en la que encuentran que los pacientes homocigotos para el
haplotipo 249I280M tienden a una mds rdpida progresién a SIDA y muerte que los
heterocigotos o wild-type. Estos resultados no se han confirmado en un estudio®
posterior realizado en tres cohortes norteamericanas de serconversores, en las que nho
encuentran diferencias significativas entre pacientes expuestos no infectados e
infectados por el VIH-1, ni en la evolucién de la infeccién en ninguna de las cohortes.

160,161

Otros estudios tampoco encuentran asociacién entre las variantes genéticas

estudiadas y el riesgo de infeccién y/o progresion de la enfermedad.

Estas discrepancias en los resultados se pueden explicar dadas las diferentes
caracteristicas de las cohortes analizadas. En nuestra cohorte encontramos diferencias
en la distribucion genotipica de CX3CR1 V249I comparada con la cohorte que presentan

Faure et al®®

que también corresponde a una poblacion blanca y que se explicaria por la
diversidad genética debida a los patrones de migracion y ocupacién histérica en Espafia.

Nuestra cohorte también difiere de las anteriores en que la media de la infeccion en los
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pacientes LTNP es de mds de 16 afios. Por otro lado, Hendel et al'®

, que no encuentra
diferencias significativas, enfatiza sobre la necesidad de una muestra significativa para

pode detectar los efectos genéticos de estas variaciones.

ESTUDIO 2:

Polimorfismos en la region 3' no traducida del gen de la fractalkina (CX3CL1) y

riesgo de infeccion por VIH-1 y progresion de la enfermedad.

El receptor de quimioquinas CX3CR1 es utilizado /n vitro como correceptor de
entrada a las células diana por algunas cepas del VIH-1"°7%*  Algunos estudios han
mostrado que el ser portador de alguna variante alélicas de CX3CR1 puede modular la
historia  natural de la infeccion por VIH-1, aunque los datos son

99.60.141160,161165166 ) ¢ fpqactalkina (CX3CL1), también conocida como

inconsistentes
neurotacting, es el dnico ligando natural de CX3CR1%71° Ademds, existen datos que
apoyah un potente efecto de esta quimioquina como factor bloqueante de la infeccion
por el VIH-1'%*.

Hasta la actualidad no se ha estudiado la presencia de polimorfismos en el gen
CX3CL1. En una bidsqueda en la base de datos del Nacional Center for Biotechnology
Information se identifican 2 sitios polimérficos en la regiéon 3' no traducida del gen
(UTR), uno consiste en una transicion de T a C en la posicion 2999 y otra, en una
transicion de T a C en la posicién 3042. Estos polimorfismos estdn localizados en la

region 3' no traducida del gen, regién critica para la estabilidad del ARNm y la

traduccién a proteinas.
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En este estudio evaluamos si las 2 variantes genéticas de CX3CL1 mencionadas,
tienen influencia en el riesgo de infeccion por el VIH-1 o en la progresién de la
enfermedad en una cohorte de espafioles blancos y adultos que no presentan la delecion
CCRBA32. Los resultados mostraron que las variantes alélicas CX3CL1 2999C y 3042C
eran mds frecuentes en los pacientes infectados por el VIH-1 que en los no infectados.
Los andlisis de los genotipos combinados y haplotipos de CX3CL1 2999 y 3042 mostraron
que los que contenian la variante alélica C también eran mds frecuentes en los pacientes
infectados por el VIH-1. Estas diferencias eran significativas sélo cuando se
comparaban los pacientes infectados con los controles sanos, mientras que cuando se
comparaban pacientes infectados con expuestos no infectados sélo se encontrd una
tendencia significativa. Ninguna de estas variantes alélicas tenian influencia sobre la
progresion de la enfermedad ya que estaban igualmente representadas entre LTNPs y
UPs.

Estos datos deben valorarse con precaucién ya que las asociaciones se encontraron al
hacer comparacién de las distribuciones alélicas, pero nho en la comparacion de las
distribuciones genotipicas. Por otro lado, encontramos asociaciones significativas al
comparar pacientes infectados con controles sanos, pero solo tendencia no significativa
cuando los compardbamos con expuestos no infectados, esta discrepancia podria
deberse al bajo nimero de ENIs disponibles en este estudio, ya que la distribucion
genotipica y la frecuencia alélicas de CX3CL1 2999 y 3042 en controles sanos y ENIs
estd estrechamente relacionada. Por lo tanto nuestro andlisis no tendria el suficiente

poder para detectar diferencias significativas entre ENIs y pacientes infectados.

Se han estudiado 2 SNPs localizados en la regién 3'UTR del gen CX3CL1 y aunque se

trata de una region no codificante del gen, estos SNPs pueden afectar su funcion al
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alterar la estructura secundaria del ARN y la eficiencia de la traduccién, o por afectar
motivos en el ARN que unen proteinas que regulan la degradacién del ARNYO'! E
resultado puede ser una produccion alterada de la quimioquina CX3CL1 que como
consecuencia puede modificar la disponibilidad del quimiorreceptor CX3CR1 para la unién
del VIH-1, bien sea por inhibicién competitiva o por internalizacion del receptor. A este
respecto, los estudios se estdn dirigiendo a aclarar si estas variantes alélicas afectan la
funcidn de traduccién a proteinas y por tanto modifican la expresién y produccion de

CX3CL1.

El motivo para estudiar la quimioquina CX3CL1 es que el complejo quimioquina -
receptor de quimioquina debe considerarse como una unidad funcional y, por lo tanto, la
capacidad y disponibilidad de un determinado correceptor de unirse al VIH-1 puede
estar mediada por la quimioquina que se encuentre unida. A este respecto, nuestros
resultados sugieren que las variantes alélicas CX3CL1 2999C y 3042C pueden tener un
efecto modulador en la enfermedad y la mayor prevalencia de estas variantes en los
pacientes infectados por el VIH-1 puede suponer un factor predisponente a la infeccién.
Estos hallazgos resaltan que el eje CX3CR1/CX3CL1 puede tener influencia importante
en la transmisién del VIH-1, como ha sido sugerido por el hallazgo de una expresién
aumentada de CX3CL1 en diferentes tipos de células en las dreas de células T de los
ganglios linféticos de pacientes infectados por el VIH-17°. Otros dos hechos apoyan
este papel de CX3CL1 en la patogenia del VIH-1. Primero, estudios in vitro han
demostrado que CX3CL1 bloquea de manera eficiente la actividad del correceptor del
VIH-1 CX3CR1™°. En sequndo lugar, CX3CL1 tiene tanto actividad quimioatrayente como
de adhesién'”?, asi cuando queda anclada en la membrana puede jugar un importante

papel en la respuesta inmune al facilitar el contacto celular. Ademds, CX3CL1 se
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considera una quimioquina Th17417

, como el interferén (IFN) gamma, interleuquina (IL)
-1y factor de necrosis tumoral (TNF) alfa. Por tanto, CX3CL1 desempefia un importante
papel en la respuesta inmune tipo Thl. Dado el papel menor in vivo de CX3CR1 en las
fases iniciales de la infeccion por el VIH-1, parece pausible que los efectos de CX3CL1
en la transmisién del VIH-1 sean debido a sus propiedades inmunes mds que al efecto del
bloqueo sobre CX3CR1.

En resumen, nuestros resultados sugieren que los SNPs CX3CL1 T2999C y T3042C
pueden tener influencia sobre el riesgo de infeccidn por el VIH-1. Debido al bajo ndmero
de individuos estudiados, serdn necesarios posteriores estudios con mayores cohortes

de pacientes infectados por el VIH-1y ENIs para valorar la reproduccién de nuestros

resultados.

ESTUDIO 3:

Efecto de las variantes genéticas de CCR2 y CCL2 en la historia natural de la
infeccion por VIH-1. (CL2-251866 estd sobrerrepresentado en una cohorte de

pacientes espafioles infectados por el VIH-1.

CCR2 es un receptor de quimioquinas que puede actuar como correceptor del VIH-
176 El gen de CCR2 es polimérfico y se ha descrito un SNP en la posicién 64 que traduce
una valina por isoleucina (V64I) que afecta a la funcionalidad del receptor”’'78, El
efecto de esta variante alélica (CCR2 V64I) en el curso de la historia natural de la
infeccion por el VIH-1 ha sido motivo de mdltiples estudios con resultados

contradictorios®17%-184,
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Asi mismo, el gen de CCL2, quimioquina también conocida como MCP-1y que es el
ligando Unico de CCR2, es también polimérfico y se han descrito variantes. Entre ellas un
SNP funcional en la regién reguladora, en posicion -2518 (A > G), que ha demostrado
tener influencia sobre la expresién'® y produccién'®8”. Al contrario que con CCR2, hay
pocos estudios que evallen el efecto de esta variante alélica en el curso de la infeccidn
por el VIH-1188-190,

En este estudio evaluamos si las variantes alélicas CCR2 V64T y CCL2-2518 (A>G)
tienen influencia en el riesgo de infeccion por VIH-1 y en la progresién de la
enfermedad en una cohorte de espafioles blancos infectados por el VIH-1 que
comprende pacientes LTNP de mds de 16 afios de evolucidn, pacientes con progresion
tipica de la infeccidn, personas repetidamente expuestas no infectados por el VIH-1y

un grupo control.

Como resultados observamos en la cohorte estudiada que ser portador homocigoto
del genotipo CCL2-25186/6G estd asociado con un aumento del riesgo de infeccién por el
VIH-1. Sin embargo, una vez que la infeccién por el VIH-1 estd establecida, ser
portador de esta variante genotipica y alélica ho modula el estado de LTNP. Por otro
lado, no se encuentra relacién entre el SNP CCR2-V64I y el riesgo de infeccion o de
progresién de la enfermedad al menos 16 afos después del inicio de la infeccién. No
obstante, no se puede excluir un efecto tiempo-dependiente del SNP CCR2-V64I en
estadios precoces de la infeccién (véase mds adelante). Tampoco se observa hinguna
relacion entre estos SNP y la carga viral y recuento de linfocitos CD4+. Estas

observaciones son independientes de la presencia del alelo CCR5A32.
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En relacion a la influencia de estas variantes genotipicas en el riesgo de infeccion por

el VIH-1 algunos estudios™!

han mostrado que ser portador de la variante alélica CCR2-
V64T confiere proteccion frente a la infeccion, pero estos resultados no han sido
confirmados en otros estudios® 8% En el estudio que presentamos, nuestros datos no
apoyah que la variante alélica CCR2-64T juegue un papel en el riesgo de infeccién ya que
no encontramos diferencias en los andlisis genotipicos y alélicos entre los pacientes
infectados por el VIH-1y los pacientes expuestos no infectados. Cabe destacar que a
diferencia del estudio que demuestra la influencia de esta variante alélica en la
proteccion frente a la infeccién por el VIH-1, donde los investigadores no reportan la
existencia o ho, hi el tipo de exposicion de riesgo a la infeccion en el grupo control,
nuestra cohorte incluye un grupo de sujetos no infectados con exposiciones repetidas
de alto riesgo para la infeccidon. Aunque esta cohorte de expuestos no infectados es
pequefia, y por tanto con un poder estadistico bajo para detectar algin tipo de efecto

que pueda tener significado clinico, proporciona un argumento consistente en contra de

la influencia de las variantes alélicas de CCR2 en el riesgo de infeccion por VIH-1.

En relacién a la influencia de esta variante genotipica en la progresiéon de la
enfermedad en pacientes infectados por el VIH-1 también encontramos resultados

7181 v un meta-andlisis™ reportan que el ser

contradictorios. Algunos estudios
portador de la variante alélica estd asociado con retraso en la progresién de la
enfermedad, mientras que otros estudios no encuentran estd asociacign1!®192193,
Nuestros datos sugieren que ser portador de la variante alélica CCR2-64I no tiene
ningln efecto modulador sobre la progresién de la enfermedad ya que no encontramos

ninguna diferencia en el genotipo ni la distribucion alélica entre los pacientes LTNP que

denominamos controladores de élite y UP. No podemos excluir que esta variante alélica
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pudiera tener una influencia en los estadios precoces de la infeccidn, como observan en

,58

un meta-andlisis Mulherin et al®®, ya que los pacientes LTNP de esta nuestra cohorte

llevan mds de 16 afios de evolucidn de la infeccidn.

Hasta el momento se han realizado pocos estudios de los efectos de las variantes
genéticas de CCL2 en la historia natural de la infeccién por el VIH-1y los resultados son

I'”* muestran que la variante genotipica

también contradictorios. Gonzalez et a
homocigota -2518GG protege frente a la infeccién por el VIH-1, aunque una vez que la
infeccidn estd establecida, se asocia con una rdpida progresién y deterioro neuroldgico.
Este efecto se observé en adultos pero no en nifios. Por el contrario, en otro estudio que
comprende 5 cohortes de pacientes adultos, no se encuentra ninguna asociacion entre la
variante alélica -25186 y el riesgo de infeccién por el VIH-1°°. En un estudio reciente
realizado en nifios, se confirma esta falta de asociacién entre esta variante alélica y el

d"®?, quedando de esta forma este

riesgo de infeccién y progresion de la enfermeda
efecto modulador limitado a adultos. Nuestros datos en adultos con respecto al riesgo
de infeccién sugieren que ser portador homocigoto de la variante genotipica CCL2-
25186/6 confiere un aumento del riesgo de infeccién por el VIH-1. Aunque reconocemos

que estos datos deben ser interpretados cautamente ya que el efecto solo se ha

demostrado en un andlisis genotipico pero no se ha confirmado en el andlisis alélico.

En relacién a la progresion de la enfermedad ho encontramos influencia de esta

variante alélica en nuestra cohorte.

Las diferencias entre los datos obtenidos en este estudio y las publicadas con

anterioridad deben ser atribuidas a diferencias en los disefios de los estudios, en el tipo
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de cohorte estudiada y probablemente a la diversidad racial existente, pero cabe
destacar que la cohorte que presentamos comprende grupos muy bien caracterizados,
destacando entre ellos los LTNP de mds de 16 afios de evolucion y diferenciando entre
estos un subgrupo de controladores de élite, asi mismo, también comprende un grupo de

pacientes repetidamente expuestos a la infeccion pro no infectados.
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7-CONCLUSIONES
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Los pacientes espafioles infectados por el VIH-1 no progresores en mdas de 15 afios

tienen una frecuencia aumentada de la variante alélica 249I del CX3CR1.

e La variante alélica CX3CR1 2491 tiene una frecuencia significativamente

aumentada entre los pacientes LTNP. La mayor prevalencia de esta variante

representaria un factor protector en la progresién de la enfermedad.

»  El haplotipo 249I280T también se asocia con el estado de LTNP.

e La variante alélica CX3CR1 280M no se relaciona con la evolucién de la

enfermedad.

« Ninguna de las dos variantes alélicas influye en el riesgo de infeccion por el

VIH-1.

» Se confirma el desequilibrio de ligamiento entre 249I y 280M.

* Los resultados no se modifican cuando se corrigen por la presencia o no del alelo

CCR5A32.
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Polimorfismos en la region 3' no traducida del gen de la fractalkina (CX3CL1) y

riesgo de infeccion por VIH-1 y progresion de la enfermedad.

116

Las variantes alélicas  CX3CL1 2999C y 3042C son mds frecuentes en los
pacientes infectados por el VIH-1 que en los no infectados. La diferencia era

significativa al comparar los pacientes infectados con los controles sanos.

Los andlisis de los genotipos combinados y haplotipos CX3CL1 2999 y 3042
mostraron que los que contenian la variante alélica C eran mds frecuentes en los
pacientes infectados. Esta diferencia era significativa al comparar los pacientes

infectados con los controles sanos.

Los andlisis en que se comparaban pacientes infectados con expuestos nho

infectados sélo mostraban tendencia no significativa.

Ninguna de estas variantes alélicas tiene influencia sobre la progresién de la

enfermedad.
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Efecto de las variantes genéticas de CCR2 y CCL2 en la historia natural de la
infeccion por VIH-1. (CL2-251866 estd sobrerrepresentado en una cohorte de

pacientes espafioles infectados por el VIH-1.

* En la cohorte estudiada ser portador homocigoto del genotipo CCL2-25186/6

estd asociado con un aumento del riesgo de infeccion por VIH-1.

« Ser portador homocigoto del genotipo CCL2-25186/G no influye en la evolucidn

de la enfermedad

* No existe ninguna relacion entre el polimorfismo CCR2-V64I y el riesgo de

infeccion o la evolucién de la enfermedad.

* La presencia de los polimorfismos CCL2-25186/G y/o CCR2-V64I no tienen

relacion con la carga viral plasmdtica hi con el recuento de linfocitos CD4+.

« Estas observaciones son independientes de la presencia del alelo CCR5A32
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