
ESTRATTCIES EN LA LLUITA

coNTRA Lr sÍxnRoME DE LA

IMM UNODEFICTEXCIT ADQU IRTDA

(srDA)

Discurs l legi t  en I 'acte d' ingrés
de I 'Académic Corresponent

Dr. Carles Maria Suñé i Negre

celebrat el  dia 18 d'abr i l  de 2005

Barcelona
2005



L'Academia no es /a solidaria

t le le.s t¡pinit)ns que ; 'ex¡tt tsen ert les

pttblicacions cle les tpre és re's:ponsoble

I'ctutor.

Diposi t  lcgal :  B.  17.520-2()05
ROMARC;RAF, SA Jor"entut .  55 -  L ' l l t rspi ta lct  de Ll

PRESENTACTÓ DEL DR. CARLES MARIA SUÑÉ I NEGRE
AMB MOTIU DEL SEU DISCURS D'INGRÉS COTU E
A C A D É M I C  C O R R E S P O N E N T  D E  L A  R E I A L A C A D É M I A
DE FARNIACIA DE CATALUNYA.

Exc'e l' I enr í ss i m Senyo r P res ide nt
lv[olt Il'lustres Sen),ores i Senyors Acadéntics
Sentores i Senvors

No cal dir que per a mi és un grandíssim motiu de joia el fet
que la Reial Académia de Farmácia de Catalunya hagi tingut a
bé de confiar-me fer la presentació del Dr. Carles Maria Suñé i
Negre amb motiu del seu discurs d' ingrés com a Acaddmic Cor-
responent d'aquesta docta Corporació. Si ja és motiu d'alegria
rebre a qualsevol nou membre de I'Académia, encara ho és més
quan aquest no es tan sols un amic i un company, sinó que a més
és el germá que s'ha fet mereixedor d'aquesta acollida pels seus
reconeguts mérits en I'estudi i la investigació de les cidncies far-
macdutiques concretades en els aspectes que hi desenvolupa la
biologia molecular.

El Doctor Carles Maria Suñé i Negre nasqué a Granada,
com tots els seus germans, en el sí d'una f-amíl ia catalana pels
quatre cantons, desplagada a aquella ciutat per motius de fei-
na: l 'assoliment, per part del pare, de la Cátedra de Farmácia
Galénica, Tdcnica Prof-essional i  Legislació Cloniparada de la
Facultat de Farmácia d'aquella ciutat. Tal vesada el fet de viure



a casa la professionali tat docent i  inr, 'estigadora del pare, sem-

pre de ca i re farmacdut ic ,  va poder  in f lu i r  en que I 'any 1985 e l

br. Carles Maria Suñé i Negrc assolís de fbrma ben bri l lant

la Ll icenciatura en Farmdcia a la Universitat de Barcelona, tot

presentant aqurel l  rnateix any la tesina de l l icenciatura t i tulada
;.Aspectes legals i  ét ics de la manipulació genit ica" i  assolint.

conseqüentment, el Grau de Ll icenciat. lmmediatament, mogut

per un esperit  investigador irrefrenable, assoleix la seva pri-

mera beca pre-doctoral mercés a un extraordinari currículutn

académic (era estrany veure cap nota ql le no fos excel ' lent o

matrícula d'honor al seu expedient) i  es trasl lada al reconegut

"Centro de Biología Molecular Severo Ochoa", un Centre d' in-

vestigació mixta entre el "Consejo Superior de Investigaciones

Científ icas" (CSIC) i  la Universitat Autdnoma de Madrid per a

realitzar els seus estudis de Doctorat sobre Imu-runologia Viral

dir igit  pel Dr. Luís Enjuanes, obtenint el Grau de Doctor en

Farmácia per la Universitat de Barcelona I 'any 1989 i assolint,

a 1'hora, quelcom més, fruit d'aquell  intens període de recerca

pre-doctoral: coneix a la que després seria la seva esposa Crist i-

na, també estudiant de doctorat en aquell  mateix Centre i  també

farmacéutica com ell .

Així les coses, tots dos marxarell ja casats cap al lloc a on es

veu que els investigadors del nostre país estan obligats a anar mo-

guts per les penoses circumstáncies que envolten la recerca a casa

nostra. D'aquesta fonna, el Doctor Carles Maria Suñé i Negre in-
gressa com a Research Associated al prestigiós Duke University
Medical Center, als USA (Durham, NC) on passa la major part de
la seva vida científ ica. des de l 'any 1992 a l 'any 1999. En aquest
darrer any, entra a formar part del Institute of Medical Microbio-
logy de la Universitat de Basilea (Suissa) fins I'any 2001, en que

assoleix per concurs oposició una plaga de Científ ic Titular de Ge-
nómica i Protedmica del CSIC. passant a dirigir un laboratori de
recerca al "Centro Nacional de Biotecnología" (CNB) a Madrid,
essent alhora el responsable científ ic del Servei de Seqüenciació
de DNA de I 'esmentat CNB.

A la seva etapa d'investigador a l'e-strange r, realitza inrportants
contribucions vers la regulació de I 'expressió gcndtica del VIH- l ,
agent causal de Ia SIDA, la qual es reflecteix en nombroses pu-
b l icac ions (27)  d 'a l t íss im n ive l l  a  rev is tes d 'ámbi t  in ternacional
com ara Molecular and cellular Biology, proceedings of National
Acadenlic Sciences, Journal of Virology i d'altres. Tanrnateix, és
co-autor de 7 capítols de llibres, té 3 patents i ha fet 49 presentaci-
ons a congressos tant nacionals com intemacionals. També cal fer
esÍnent de la publicació d'un petit  " letter" a la prestigiosa rcvista
Nature, la qual cosa no deixa de ser Lrn fet prou extraorcrinari per
a un jove investigador catalá.

Potser la seva contribució més rel levant durant aquesta etapa
va ser el descobriment d'una nova proteina humana implicada
en la fornració dels tránscrits del VIH-1. la qual pofta per nom
cA I 50 i que va ser motiu de la seva tercera patent sol 'r ici tada ars
USA. El descobrirnent d'aquest nou factor va ser la causa de la
concessió d'ru1 "grant" del NIH (National Insti tute of Health) de
mes d'un mil ió de ddlars i  és ara una de les l ínies priori táries de
la seva recerca a Madrid. La funció d'aquesta nova proteina a la
regulac ió de I 'express ió génica de les cé l . lu les és mot iu  d ' in tensa
investigació al món científ ic.

No puc donar per f inal i tzada aquesta sempre incompleta pre-
sentació sense tenir en compte a aquelles persones que han estat
i  són importants en la vida del Doctor Carles Maria Suñé i Ne-
gre. Es en aquestes ocasions en que es pot compartir de forma
pública la felicitat i I'agraTment a aquelles persones que més ens
estimen i a les que més estimem: el pare i  la mare, que amb el seu
exemple sempre abnegat i moddlic ens han transmés una forma
d'entendre i compartir la vida, i els germans que sempre ens hem
f-et costat amb el nostre suport incondicional i constant. perd no
fora just oblidar a na Crist i 'a, I 'esposa d'en Carles Maria, amb
qui comparteix la vida fbmil iar i  l 'ámbit professionar doncs, con.r
el l ,  és fannacéutica investigadora en el camp de ra biotecnologia
i en la que ha t ingut sempre una paraula cl 'ánim en els mornents



difíci ls i  un ajut permanent. També estic convengut que la joia

d'aquest ntoment la viucn pensant etr els seus dos f i l ls. en Adrid

i na Carolina, amb la i l ' lusió que fa el viure construint un futur

encoradador.

Agraint l'atenció dispensada, no elrl resta més que f-elicitar al

meu germá, el Doctor Carles Maria Suñó i Negre, pel seu ingrés

com Acadérnic Corresponent, així com també a la seva famíl ia.

amics i a la rnateixa Reial Académia de F-annácia de catalunya

per la incorporació d'un lnembre nrés que l'ha de fer cada cop

més gran i més nova, ja que la renovació en persones ha de gene-

rar. indubtablement, noves fites i perspectives de futur.

Moltes grácies.

AGRAIMEN'T 'S

voldria cxprcssar la rrcra f-el icitat i  cr nreu asrai lrent davant
1'of-eriment dc pertányer a acluesta rnolt cl igna Académia com a
mcr lbre corrcsponent .  Hc d 'a_era i r  s inccrament  a ls  l l . lust r -cs Aca-
ddnlics Drs. Jcsúrs Guinca, Xavier Sorní i  Joscp N,{!,  SLrñó cl f-et
d'h¿lver pensat en r- l- l i  iaval¿rr la n.lcva candiclatura per a pcrta-
nycr a aquesta I l ' lustr ' íssirna Acaddrnia. vul l  f-er cxtcr- lsiu aclucst
agraihe'nt als urcus autics r lcstres dc la FacLrltat dc Farnracia clc
Barcc lona,  quc c l r  van inculcar  e ls  conci rcmr-uts  qLrc,  en cada
una clc lcs seves irccs, harr rcsultat fbn¿rnrgrtals per-al bon esta-
bl inlent dc la meva carrera prof 'cssiclnal icicntíf ica. I  a tots els
presents. r l trc clecl iqLrcu part cJel vostrc tenr¡rs a aqLlcst entranyablc
actc.

L'agraiment a la rnev¿i l l imíl ia r-.ereir ur ¡qra[rrent cspccial.
Sens dubte. la fbnnaciir iel c¿rrácterd'un c<sscr hum¿) estan concli-
cionats per la gcnt que l 'envolta. E,n el rneu cas. rre t ingr.rt la gran
sort cle poder corrptar ¿rmb uua fanlí l ia que ln'ha clonat un suport
gcnerós i constant durant tots cls anys cle la rncva vicla. Ern scnto
pr iv i leg iat  per  podcr  compart i r  la  r ¡eva v ic la  arnb ra cr is t ina.  l i i
mcva dona, de qLri hc apris a cstimar i  respcctar. i  cle qui elo-
gio innombrables virtuts. La crist ina ha estal _quia i  companya crl
aqucst viatgc qLle vanr ernprcnclre junts ara f-a rnós cle tretze anys.
que nrai no m'he pcnc'cl i t  d'haver comcnqat i  clue es¡rero i  clcsit- io
que duri tota la nostra vida. E,m sento cloblenrent privi lcgiat per
ten i l  a l  meu costat  a ls  nreus f i l ls .  Adr iá  i  caro l ina.  c luc r -n 'han f -e t
entcndre I 'orclrc de priori tats d'aqLresta vida. Sric imrrcnsament
f-el iq anrb cada un dcls seus -gestos, dcls seLls sor. l lr iures icic la



seva incessant i  diária cvolució. I ,  com no. privi legiat per tenir als

meus pares i germans, que han estat al meu costat nralgrat distán-

cies de milers de quilómetres, les ensenyances. valor i  compor-

tament dels quals han estat claus per a formar i enfbrtir aspectes

de la meva persona que alhora han estat essencials per al meu

desenvolupament huniá i professional.

E,l tema que he decidit escoll ir  per al discurs d' ingrés com a

nou Académic corresponent és, lÓgicament, el tema de treball en

el que he basat la meva tasca científica durant els últitns anys, que

considero tremendament impor-tant no solament pel seu interds

científic sinó tar¡bé pels seus aspectes étics, le-uals i humans.
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lntroducció: la SIDA al món

El virus de la Immunodeficiéncia Humana de t ipus I (VIH-1)
és I 'agent causal de la Síndrome de la Immunodeficidncia Adqui-
r ida o SIDA. Ja fa més de vint anys de l ' inici de I 'epiddmia en
els anys vuitanta i les xifres de la situació actual segueixen recor-
dant-nos la  necessi ta t  de segui r  t rebal lant  junts  per  aconsegui r .  s i
no eradicar-la, almenys minimitzar les seves mortals conseqüén-
cies. L'any 2003, i 'epidémia causada pel VIH-1 va provocar la
mort de més de tres milions de persones, i s'estima que cinc mi-
l ions es van infectar pel VIH- l ,  fent pujar el nombre de persones
infectades pel virus en tot el món a gairebé 40 milions, dels quals
37 mil ions són adults i2,5 mil ions són menors de l5 anys (Taula
I) [  ] .  Des de l ' inici de la pandémia. han mort més de 25 mil ions
de persones a causa de la malaltia.

Taula L Resum mundial de I 'epidémia de VIH/SIDA, desembre de 2003 []
EIs marges de variació de les estimacions presentades en aquest quadre
defineixen els límits dins els quals es troben les xit ies reals. iestan basats en la
mi l lor  in formació d isponib le.

Persones infectades
pel  VIH

Total 40 milions (34-46 milions)
Adul ts  37 mi l ions (31-43 mi l ions)
Menors de l5  anys 2,5 mi l ions (2,1-2,9 mi l ions)

Noves infeccions Total

pet vIH-l  el2oo3 Adults
Menors de l-5 anvs

5 milions (4,2-5,8 milions)
4,2 mi l ions (3,6-4,8 mi l ions)
700.000 (  590.000-8 I  0 .000)

Defuncions causades
per la SIDA el 2003

Total
Adults
Mcnors de l5  anys

3 milions (2,5-3,5 milions)
2 ,5  m i l i ons  (2 .1 -2 .9  m i l i ons )
500.000 (420.000-580.000)

ñ



L'cpide\nria causacla pel VIFI-l  no cs1¿\ cl istr ibuida dc fbrm¿t

unifbrnre cn cl nostrc plancta. L'Afr ica subsahariana segucix serrt.

de bon tros. la rcgió dcl planela rr lós af-ectac' la pcr Ia pandétnia.

S'cstirna quc uns 26.6 nti l ions de persones estaven infbctadcs pcl

VIH- l  a  I 'any 2003.  inc losos c ls  3,2 ru i l ions c lc  novcs i r t f 'ecc ions
que cs vart produir durant l 'atry passat. L.a SIDA r, 'a acabar amb la
r, ' ida d'aprorirnadatlent 2,3 nl i l ions dc persones en aclLlcsta regió
geográfica en l 'arty 2003 !].  En acluest coniinent és on I 'epidc\-
mia causada ¡rcl VIH-l podria tcnir f-atals conseqiiórtcics en un
futur no rnolt l lunyá. anrb la clestrr-rcció dels sistenres econónrics,
sanitaris i  polít ics de nonrbrosos paisos. En determinats paisos del
continent afi ' icá. la prevalcnga del VIH- I és de I 409á, mentre en la
majoria de paisos dc l 'Afi ica nteridional una dc cada cinc clones
embarassadcs esta infcctacla pel VIH- I .  La zona cl 'Asi¡ rnericl ional
i  sud-oriental está tambó fbrtamcnt castigada per l 'epidémia, on
aproximadamcnt 6,:1 rni l ions de persones conviucn amb el VIH-l
a la f i  de 2003 . Acluestes r i f l 'es es comparen sienif icativament
amb les aproximadanrent 600.000 personcs a Europa occidental
o el gairebé nri l ió de persones d'America dcl Nord inf 'ectades pel
V IH- l  a  l a  f i  dc  2003  l l l  (F ig i r ra  l ) .

Est ructura delVIH- l  i  de l  genoma v i ra l

E,l VIH-l és una partícula esltr ica anrb una grandária de 80 a
100 nrn dc diánretre. La scl 'a cstructlrf¿t consta d'una nucleocipsi-
dc interna o nr-rclcoide (a I 'rnterior dc la quaI cs trobcn el material
genit ic i  els enzinls vír ics: conrplex transcriptasa inr,ers¿r, intcgra-
sa iproteasa) ,  id 'un ernbolca l l  l ipoprotc ic  dcr- ivat  de [a  ce l . l r , r la
hostadada on s' inserci.rcn les gl icoprotei 'ncs virals. Corn tots cls
retrovirus, cl _ecnorna dcl VIH-l és un ARN fbrmat per dos ór¡ns
iddntics de polaritat posit iva dc 9,(r ki lobascs dc longitud. En la
seva fbrma de provirus (en fbnna d'ADN) el genoma viral es
troba flanqucjat per unes seqr-ie\ncics repetides o LTR quc perme-
ten la scva intc_elacicl en el genorna cel. lular ion es locali tzcn els
clerncnts regulaclors dc la transcripcit i  vir-al.

S?0 m0 - 6$fl trii 1, I  .  ' ,8 mi l lcnes

?0tl ü*,j * 1.3 millcres
i . t  t .  i  . : l

I  : .  i  t : r - :

,l,B - !,I m¡lhr.es

¡9ü ü08 - l.! r¡il loncs

35C,1 l l - 590 f f i

t,; - 1,Í milkr:es i5 ,l * IB,3 millorEs

13 0*€* {¿S,tl

Totel:  54 _ 46 mil lonee

Figura l '  Nornbre esrirnat de persones infectacles pel VIH a la fr de 2003 'r.

El vlH-l pertany arafamíriadels rentivirus, ers quars es ca-
racteritzen per tenir una estructura -eénica més compiexa que ra
dels alt.es retrovirus. Er gcnoma ¿eivtu-t cocrifica per tres po-
liprotei'es anomenades Gag, pol i Env, les quals sofreixen unprocés de protedlisi per a donar lroc a les nou proteihes comuns
a tots els retrovirus. Les quatre que es deriven áe Gag (MA lma_triul,  CA fcápside], NC Inucleocápsidel i  p6) i  t . ,  áu., que es
deriven de Env (gp 120 i gp4l ) són proteines estructurals que fbr_
men el nucli i la coberta virar. Les tres proteines que es generen
de Pol (PR fproreasar, RT rrranscriptasa inversal i iN ¡intJgrasai¡tenen funcions enzimdtiqr-res essenciars i fo'nen parr iarnb"é de lapartícula viral. A més d'aquestes, er genoma dcr VIH-l codif ica
per sis proteihes addicionars reguracro.es. Tres d'eiles (vif, Vpr i

t 7



Nef) es locali tzen en la partícula viral, dos (Tat i  Rev) exerceixen

funcions nuclears que són essencials per al virus. i tlna (Vpu) ajuda

en I 'acoblament de la partícula viral '

Cicle bioldgic del virus

El cicle d' inf 'ecció del vlH- I es divideix en dues f-ases, prirne-

renca i tarda¡a, separades entre si per la integració en el genoma

cel. lular. Durant la primera etapa té l loc I 'entrada del virt ts a la

cdl. lula, [a desencapsidació i  retrotranscripció del genoma viral.

el transporl al nucl i  i  la integració en el genoma cel ' lular. Durant

l,etapa tardana té l loc I 'expressió genética del provirus. que in-

clou la tra¡scripció del genonia viral, el transp¡rt al citosol, el

processament de I'ARN missatger. la fornració i maduració de

nous vir ions i,  f i¡alnient, la sort ida per gemmació de la cél ' lula. A

continuació s'examinen amb més detal l  les principals etapes del

cicle bioldgic del virus.

Entraela del VIH-l a lu cél'lula

L 'ent rada del  VIH a la  cd l ' lu la  cs prodtre ix  rn i t jangant  la

interacció cle la proteina de I 'embolcall  gpl20 amb dos t ipus

de molécules de la membrana cel ' lular: la moldcula específ ica

de l imfdcits T CD4 (que actua com a "receptor"), i  determinats
receptors de quimiocines (c-¡ue actuen cofi i  a "correceptors").

Encara que "in vitro" s'ha descrit  que molts receptors de quimi-

ocines són capaqos d'actuar com a coreceptors del VIH-1, " i t l

vivo" probablen-rent existeixen només dos receptors essencials
que són les molécules CCR5 i  CXCR4 l2 l .  La in teracc ió de la
gp120 amb CD4 en la membrana cel ' lular indueix un canvi con-
formacional que possibi l i ta la unió a Lln coreceptor. produint-se
un procés de fr"rsió entre la rnentbrana viral i  ce l ' lular en el qual
part icipa la gp41 viral ique permet Ia internali tzactó de la nu-
cleocápside viral i  la desencapsidació del genonra vír ic en el
citoplasrrra.

I t t

Trunscripc,ió inversu, trensporf i integrctc.iu

Després de l 'entrada cre Ia 'ucrcocápside virar en [a cer.rura
es produeix la formació d'r-rn dobre bri d'ADN a part ir de |ARN
viral ni i t ja.qant |enzim transcriptasa inversa. gn aquest procés
enzinrátic es dupriquen ers LTR vir-ars que se situen a arnbdós
extrems del genoma proviral. L.ADN cle doble caclena és rans_
portat al nucli per la matriu viral, e.ca.a que també intervenen ra
integrasa. la transcriptasa inversa, ra proteina virar vpr i ra ,rcre_
ocápside. Posteriorment. r 'ADN s' iniegra en er genóma cer.rurar
midanqant I 'acció de ra integrasa virar constitr.r inf er que s,anomc_
na un provirus integrat.

Confrol cJe Ict Íran,scripc.ió clet VIH_l

Una vegada inte_grat. el VIFI_l pot segr,r ir Lln comportament
variable: romandre ratent, replicar-se de fbrnia controlada ' ex-
perimentar una replicació massiva. La inclucció de la reactivació
a part ir de I 'estat de laténcia es producix rnidangant Iacció de
determinats fbctors de transcripció que són induits únicament en
el curs de I 'activació r infocitária T: NFKB, que representa er prin-
cipal factor cel ' lular regurador de la transcripció del vrH-r en
limfócits cD4 [3], i  ra protei 'a Tat. que és er f-actor virar més im-
portant per a augmentar ra taxa de transcripció der vrH i permetre
l 'elongació completa del _eenorna viral[4].

La proteina Tat está codificada p.i 2 á"ons der genoma der
vlH-1, donant l loc a una proteina de g6 o r0r amiioácicrs cre-
penent del processament post-transcripcionar der ARN virar. Laproteina Tat incrementa cn rnés de 500 vegades el niveil crers
ARN missatgers der vrH-r, i  ra deració der gen que codif ica Tat
dóna lloc a partícules virars incapaccs de mantenir una infecció.
La proteina Tat és. per aixó. necessária i  imprescindible per a
I 'acti 'ació dels gens virars i  per a ra infectivitat der vfH-r . Tat
s'uneix a una seqlidncia cl,ARN present en l,e.xtrcm 5, de tots elsARN rnissatgers virars (ereme't TAR: de rangris. lrans-activati-on response erement) i  per a ra seva f irnció requerei.r faclrs cer-

L

l 9



lulars específics i determinades seqüéncics d'ADN del promotor

del VIH-1 [5]. L'elernent TAR del VIH-1 es transcriu a part ir de

la regió +l fins +59 del LTR, formant un ARN en fonna de for-

ca amb tres nucleótids que fonlen l'estructura de la protuberáncia

(lloc d'unió de Tat) i sis que formen l'estructura del llag. La inte-

racció entre Tat i TAR incrementa dramáticament els nivells de

tots els ARN missatgers virals mitjangant I'activació del procés

de 1'elongació transcripcional intervinguda pels complexos for-

mats per I'ARN polimerasa ll (ARNPII) (Figura 2). L'activació

transcripcional mitjangada per Tat requereix de la preséncia de

la ciclina T1, que juntament amb CDK9 formen el factor d'elon-
gació transcripcional positiu b (P-TEFb) [6]. A més del complex
P-TEFb, l'activació per Tat requereix d'altres proteihes cel'lulars

[7,8]. L'enorme importáncia per al cicle biolÓgic del VIH-1 que
tenen Tat i el mecanislne d'activació dels gens del VIH-l fa que

siguin dianes molt atractives per a un futur ús terapdutic.
A més de la seva possible aplicació per a la generació de no-

ves estratégies terapéutiques enfront de la infecció produlda pel
VIH-1, I 'estudi de 1'elongació de la transcripció ha generat re-
centment un gran interés a causa de la seva importáncia en el
control de I'expressió gdnica general, i en el descobriment de la
implicació de factors que participen en aquesta etapa en nombro-
ses malalties humanes. A més de I'esmentat factor P-TEFb i la
seva relació amb la infecció produida pel VIH- l, distintes protei-
nes que intervenen en el procés de I'elongació transcripcional han
estat relacionades amb la leucémia mieloide aguda, la síndrome
de Cockayne i la malaltia farniliar de predisposició al cáncer de
Von Hippel-Lindau [9].

Processament de I'ARN missafger
La replicació del VIH-l requereix el transport específic dels

ARN missatgers virals del nucli al citoplasma cel'lular per a la
seva posterior traducció a protelnes. La proteina viral Rev té un
paper essencial en el transpor-t dels ARN missatgers processats o
parcialment processats del nucli  al citoplasma. Rev té 116 ami-
noácids i  es locali tza en el nucli  i  nucléol de la cél ' lula infectada.
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Figura 2. control de ra transcripció del VtH-r . En I 'esclrrema es mostra
I'organització génica del VIH-l amb els gens estructurals (Gag, por i L,nv) i
regulado.s (\/ if '  Vpr' vpu. Nef. Tat i Rer'). En |extrenr s'cte ies seqúéncies
repetit ives l largues (LTR) es localitza el promotor del vlH_1, rnnrt.unr_..
els l locs d'uniti per als factors de tra.scripció NF-rcB, Spl i ra caixa TAIA.
Des d'aquest promotor s' inicia ra transcripció dels ARN missatgers que són
processats i donen lloc als ARN niissatgers reguladors i estructu.ulr. Lu
proteina Tat de'l vlH- I trans-activa el promotor del vlH- I augmentant en més
de 500 r'egades el nornbrc total rj 'ARN nrissatgers produi.ts.

Igual que passa amb Tat, la protetna Rev s'uneix a una seqüéncia
d'ARN de 210 nucleótids artament estructurada present en el gen
Env i anomenada RRE (de l,anglds, Rev ¡esponse glement). El
transport de l'ARN del nucri al citoplasma utilitza res vies d'ex-
porlació de la cdl'lula hostatjada a través del receptor nuclear
cRMl o export irra I Ir0], er qr-rar s'uneix ar senyar á'exportació
nuclear de Rev per a trasilaclar er complex formaiper |ARN mis-
satger viral i Rev del nucli al citoplasma. Una vegacla en er cito-
plasma. els ARN missatgers virars són traduils a proteines pers
r ibosonres cc l .  I  u  lars .
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Mofibgénesi i sorlida tlels virions

En I 'acoblament de la partícula viral part icipen les proteincs

virals Vif, vpu i la proteasa. El material genétic del vifl-rs junta-

ment amb les proteincs Gag i Pol formen el nucleoide viral, cl

qual es desplaga a la mernbrana ccl ' lular on es recobreix de la

me,.nbrana lipídica i de glicoprotcincs. En aquest procés. cl virus

incorpora en lcs seves paftícules matcrial cel'lular, com la 13,-mi-

croglobulina i  els antígens del Complex Principal de Histocom-

paribi l i tat (HLA), la funció futura del qual és permetre un mil lor

ieconeixement del virus a la membrana de la cél ' lula diana, o la

ciclof i l . l ina que interacciona amb proteines de la cápside per a la

formació de vir ions infecciosos. El cicle infectiu del VIH-1 f ina-

l i tza amb la gemmació de les partículcs virals infeccioses a través

de la membrana cel. lular i  la seva sort ida a I 'espai extracel ' lular

on iniciará un nou procés d' infecció.

Tractament antiretroviral enfront deMH-l

En I'actualitat, la bateria de fármacs disponibles per a detcnir

l'avanq de la SIDA és limitada i es basa majoritáriament en inhibir

la funció de dos enzims virals: la transcriptasa inversa i la prote-

asa. Els inhibidors de la transcriptasa inversa poden dividir-se en

dos tipus segons la seva estructura química en funció de la seva

analogia o no amb els nucleÓsids. Existeixen vuit inhibidors de la

proteasa lamprenavi r. arazanavir, fosamprenavir lG W43 3 90 8], in-

dinavir, kaletra, nelfinavir, ritonavir i saquinavir), deu inhibidors de

la transcriptasa inversa análegs a nucledsids (abacavir, combivir,

didanosina [ddl], emtricitabina IFTC], lamivudina [3TC], estavudi-

na [d4T], tenofovir, triziviq zalcitabina [ddc] i zidovudinalAZTl)
i tres no análegs a nucledsids (delavirdina, efavirenz i nevirapi-

na) aprovats per al seu ús hospitalari, i fins a dotze nous fármacs

d'aquestes especificitats en f-ase d'experimentació. L'estratdgia te-

rapéutica actual es basa en la utilització de potents combinacions
de gaircbé sempre trcs o més fármacs i amb la possibilitat de mo-
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nitoritzar la resposta a aqlrcst tractament rnitjangant la rncsura cle la
cárrega viral plasrnática cn el pacicnt. Aqucst tractament (HAART.
de l'anglés highly acfit,e antiretroviraltherapy, traduit com "terápia
antiretroviral molt agressiva") ha conduit a un augment espectacu-
lar de la supervivéncia i a una millora de la quaritat cle vida de Ics
persones infectadcs pel vlH-l [11]. No obstant aixó, el virus no és
eliminat en la seva totalitat i apareix fins i tot dcsprés de deu anys
d'un tractament aparentment eficag [12]. Durant aquest interval, el
vlH-l és capag d'amagar-se en cél ' lules reservori on cs replicaria
activament i es propagaria a pesar del tractarnent f-armacorógic I I 3].
Encara que la naturalesa dels resen¿oris cel.lulars no es coneix bé.
pot tractar-sc de cél'lules de vida llarga productivament infectades
o de cél'lulcs latentment infectades. Aquests reservoris, de difícil
e l i rn inac ió per  lcs  rerápies l 'amracológiques agress ivcs.  consr i rue i -
xen la principal dif icultat per a una possible eradicació der vlH-l
dels pacients tractats [14].

Molt recentment s'ha introduit cn el mercat hospitarari un far-
mac antiretroviral anomenat enfurvitida o comunament T-20 (tarnbé
Fuzeonn, pentafusida o DP I 78). El T:20 és un pdptid de 36 aminoá-
cids que inhibeix la unió del vlH- I al receptor cel.lular CD4 present
en els limfocits T, i és el primer d'una série de fannacs. encara en
fase d'experimentació, basats en la inhibició de la unió o fusió del
vlH- 1 a la membrana cel'lular. Existeixcn fins a sis nous farmacs in-
hibidors de la unió o fusió del VIH- I a la membrana cel.lular en fase
avangada d'experimentació que sens dubte s'uniran ala bateria de
farmacs disponibles per a pal.liar el desenvolupament de la SIDA.

Una tercera línia de tractament farmacológic contra eIVIH-l es
basa en la inhibició d'un tercer enzim viral anomenat integrasa que
catalitza la integració del material génic viral en l'ADN de ra cdl.lula
hostadada. Existeix un únic compost de tipr,rs carboximida anome-
nat  L-870810 amb capaci ta t  d ' inh ib i r  la  in tegrasa ique está en
fase de desenvolupament experimental. Finalment, s'está també
investigant amb productes que tracten de disminuir la capacitat
replicativa del virus i/o potenciar la resposta immune enfiont del
mateix, com moduladors del metabolisrne cel. lular (hidroxiurea i
micofenolat )  i  c i toquines ( in ter leuk ines 2 i  l2) .
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E,n molts casos, serioses patologies derivades dcl tractament

antiretroviral compliquen l 'Úts clínic d'aquests medicaments. Per

exemple, la síndrome de la lipodistrÓfia, consistent en alteracions

en la distribLlció del greix corporal que es tradueix en la preséncia

de cúmuls i/o pérdua de greix en árees localitzades del cos. que

ha estat descrit en un nombre significatiu de pacients amb terá-

pia antiretroviral dirigida contra la proteasa viral. Les causes que

áesencadenen aquesta síndrome són, ara per ara. desconegudes.

Altres efectes secundaris de la terápia antiretroviral són les nom-

broses alteracions detectades en el metabolisme, incloent hiper-

tr igl iceridémia, hipercolesterolémia, hipergl icémia i I 'aparició de

diabetis mellitus.

Resisténcia del VIH-1 als fármacs antiretrovirals

Tots els fánnacs antiretrovirals disponibles avui en dia desen-

voluper-r fenórtrens de resisténcies virals i és, pcr tant, Llll dels f-ac-

tors més importants que limiten I'eficácia del tractament enfl'ont

el VIH-i. La resisténcia als tan'nacs es correlaciolla atllb canvis

específics en la seqüéncia d'aminoácids dels enzims transcriptasa

inversa i proteasa qLre petmeten al virus replicar etl presüncia dels

inhibidors respectius. AixÓ és conseqüdncia, primer, de 1'alta di-

námica de replicació delVIH-1 que ocorre durant tot el procés de

la malaltia (s'estima qr,re el nombre de nous virions que es prcldu-

eixen diáriament osci l ' la entre 108 i lOe [15,16]). I  segon, la falta

d'una activitat correctora de l'enzim trauscriptasa inversa dels vi-

ms ARN com el VIH-1. a diferéncia de com succeeix en el cas de

les ADN-politnerases que preservett la composició genetica dels

organismes d'ADN de doble cadena. AixÓ es tradueix en un pro-

mig de I'aparició d'una mtttació en el genoma viral en cada ronda

de replicació tl7]. Aquestes dues propietats fan que es seleccionin
una gran quantitat de variants virals o "quasiespdcies", les quals
poden acumular i seleccionar resisténcies a fáunacs eu preséncia
del tractament antiretroviral. Aquesta alta taxa de replicació i bai-
xa activitat correctora fa que apareguin variauts virals resistents
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als inhibidors dc la transcriptasa inversa i la protcasa en pacients
que mai  han t inqut  t rn  t ractamelr t  a l l t i re t rov i ra l  l l8-21] .  E l  VIH- l
també ós capag de descnvolupar resistüncia al nou fármac T-20, de
fbrma que ós possible seleccionar virus resistents amb una marcada
redLrcció en la susceptibilitat enfiont d'aquest fármac.

Les mutacions s'han classif icat en primáries i  secundáries. Les
mutacions primáries apareixcn generalment cn les etapes inicials
del tractament antirctroviral i són lcs responsablcs de I'aparició de
les resistdncies als farmacs. Les nrutacions secundárics o compen-
satóries apareixen després de les primáries i. encara quc nt'r solen
tenir un efecte cn el nivel l  dc resistencia als fánnacs, sí que mil lo-
ren la capacitat replicativa dcl virus quan cs presenten juntarnent
amb les anteriors. L'aparició dc les mutacions es correlaciona amb
un rnajor nivell de fiacás durant el tractament terapéutic 121,221.
Entre les substitucions secundáries més freqüents es troba un canvi
de leucina a prol irra en la posició 63 (L63P) en el gen de la proteasa
del VIFI-1, que pot ocómcr en més del 50% dels individus afectats
en abséncia de tractarncnt antirctroviral il9]. Estudis en diferents
laboratoris han dernostrat que el canvi L63P contribueix a millorar
la capacitat replicativa del VIH-l tant en prcséncia 123]. corn en
abséncia de lármacs antiretrovirals 124.251.

F.xisteixen dos mdtodes per a la detccció en el laboratori de
rcsistencies virals: i)  els rnétodes gcnotípics, que anali tzcn les
mutacions quc confereixcn resistdncia rnit jangant la seqüenciació
del genorna viral i ,  i i )  cls métcldes fbnotípics, que anali tzen fun-
cionalment la sensibi l i tat o resistdncia de les variants virals als
farmacs antiretrovirals. I-a inforrriació deri'u'ada d'anrbdós méto-
des té un gran benefici pcr al pacient al poder modular la resposta
virológica sobrc la base dcl tractamcnt seleccionat [26].

Proteines cel. lulars com a dianes terapéutiques enfront del
VIH- I

Els  estudis  rea l i tzats  sobre e l  c ic le  b io lóg ic  del  VIH- l  han
pertnis la identif icació i  caractcrització dels gens i protei ires del
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virus i  amb aixÓ la possibi l i tat d'ut i l i tzar-los com a dianes tera-

pJutiques per a f ienar l 'avanq de la SIDA' Cada etapa del cicle

f lotOgi. del uirus pot ser potencialment uti l i tzada per al disseny

d .no "us fánnacs i t e ráp ies (F igu ra3 ) ' coma ix íhasucce i t amb
la inhibició de les funcions dels enzims proteasa i transcriptasa

inve rsa .Exper imen tsde te ráp iagén icapera inh ib i r l a func ióde
diverses proteines virals han estat també utilitzats experimental-

ment, p.ió .1, assajos a escala clínica es troben molt poc avangats

1271.

L'estudi de les proteines reguladores del VIH-l ha perrnés
conéixcr en profunditat nous i complexos mecanismes dc rcgu-
lació de l 'expressió gdnica. Perd encara queda nTolt per condi-
xer. El descobriment de la interacció de la proteina viral Tat amb
I'ARN TAR va obrir el camí per a di lucidar el seu mecanisme
d'acció i va confimar el paper essencial i determinant de factors
cel ' lulars en I 'activació de la transcripció del VIH-l .  Per aixd, i
donada la gran importáncia d'aquesta interacció en I 'activació de
la transcripció del VIH-1, diversos intents de terápia génica per
a interfcrir la unió TaITAR han estat desenvolupats. Entre ells,
I 'expressió de ribozimes, l 'ús d'ol igonucleótids anti-sentit ,  la im-
munització intracel'lular i altres aproximacions, han estat objecte
d' investigació per a bloquejar I 'acció de Tat 127).

Quanta més informació anem acumulant, més properes i pos-
sibles es fan les possibilitats d'interferir les interaccions entre Tat
i factors cel ' lulars i  interrompre així l 'activació génica del VIH-l
i  la replicació viral. El treball  en el nostre laboratori persegueix
conéixer en profunditat les bases moleculars de I 'activació dels
gens del VIH-l per Tat i  condixer els factors cel ' lulars que es tro-
ben implicats. El coneixement que es generi durant el transcurs
d'aquestes investigacions podrá permetre el desenvolupament de
noves estratégies terapéutiques que tendeixin a bloquejar aquesta
etapa crít ica en el cicle replicatiu del VIH-1.

CAl50, un cofactor de Tat que regula el promotor del VIH-1

Com s'ha esmentat anteriorment, l 'activació dels gens del
VIH- 1 per la proteTna viral Tat requereix de la presdncia de factors
cel ' lulars que no són els de t ipus bassal involucrats en la transcrip-
ció general, sinó específ ics de transcripció de determinats gens.
Un d'el ls, el factor de transcripció CAl50, va ser al l lat pel nos-
tre grup d'investigació rnitjangant cromatografia d'afinitat amb
Tat [8]. La seqüéncia d'aminoácids de CAl50 conté interessants
dominis i motius que es troben en altres proteines que regulen
processos transcripcionals (Figura 4). Primer, la regió que com-
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Figura3.  Etapes del  c ic le b io lógic  del  v lH- l  que són o poden serb loqLrejades

fbrmacoldgicament. Tres de les etapes del cicle replicatiu del virus són inhibi-

des en l 'actualitat amb fármacs antiretrovirals: la unió del virus a la cél' lula i Ia

inhibició dels enzims virals transcriptasa inversa i proteasa. Les altres etapes

del  c ic le b io lógic  del  v i rus són potencia ls  c l ianes d ' in tervenció terapéut ica.

Una aproximació alternativa per al disseny de noves rutes te-

rapéutiques és uti l i tzar la interacció virus-cdl ' lula per a desenvo-

lupar nous firrmacs contra la SIDA. La preséncia de factors cel-

lulars que són essencials en nombroscs etapes del cicle bioldgic

del virus justifica aquesta aproximació i les protelnes cel'lulars, al

ser la seva base genética d'ADN, són menys variables que el vi-

rus i per tant menys capaces de desenvolupar resisténcies enfront

del medicament uti litzat.
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pr¿ne lsan l i r roác ids l2a  t l 2con té4Sres i c . l r r sdep ro l i na ; t t l o l t es

d'uqu"r,.,  prol ines es troben seguides.en grl lps dc tres o t lés' pel

que'aquestá regió se I 'ha anomenat r ica en poliprol ines' Segon'

., troú.n tres donlinis alrolrlcnats WWP/WW' que es creLt qLle

r.gut.n interaccions proteina-proteTna' Tercer' CA 150 conté una

.^i.nru repetició .e áos arninoácids' glutamina i alanina' de 76

residus en longitud (QA)' Quart, adjacent a la regió QA existeix

rnazonarica en serina, treonina i prolina (sTP). Cinqué, Llna re-

gió <le 60 residus en longitLrd amb atninoácids altantent carregats

ifgl Sisé, un senyal de locali tzació nuclear (NLS) i '  proper' un

i lo. d. fosfori lació per la casein kinasa II (S/T-X-X-D/E). Seté, sis

repeticions en l'extrern carboxi-terlr-rinal de la proteina de motitts

anomenats FF, d'interacció amb protelnes, i un motiu "leucine

zipper,, en els últ ims residus de cA 150 . Finalnient. cA 150 conté

seóéncies PEST que tenen a veLlre amb la degradació proteica i

reciclatge de les mateixes.
cA150 sembla exercir el seu ef-ecte funcional sobre el pro-

mo to rde lV lH - l , j aque lasob reexp ress iÓdeCA l50encé l . l u l es
produeix una drástica inhibició en l 'activitat del promotor viral,

iant en preséncia coln en absdncia de Tat [8]' La repressió del

promotor del vlH-l és específ ica, ja que cAl50 no afecta I 'ac-

i iuitut transcripcional d'altres prornotors virals [281. La repressió

nritjangacla per cA 150 clepdn de la caixa TATA del prornotor del

vIH-1 iaquesta inhibició es prodr-rcix per una disrninució de la

capacitat d'elongació dels complexos tratrscripcionals 128]. Amb-

dós fenómens, la dependdncia de la caixa TATA i la inhibició de

I'elongació, es produeixcn també en l 'activació dels gens del

vlH-l per la protei l ia Tat, la qual cosa indica uri paral ' lel isrne

luncional entre atnbdós factors'
L'efecte, a nivel l  de I 'elongació transcripcional '  de CAl50

probablernent estigui intervingut pel complex folrnat per l'ARN-

PII i factors associats. De fet, s'ha demostrat una interacció entre

cA150 i l 'ARNPIl en el seu estat fbsfori lat [29], qure és la forma de

IaARNPII que intervé cn I 'etapa de I 'elongació. Acluests i  altres es-

tudis [30] suggereixen que cl promotor del VIH- I té ducs activitats

funcionals difercllts. Una d'ellcs és independent dc la secliidncia
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Figura 4:  Mot ius idominis  en la  prote ina CAl , í0 humana (h) ,  n lur ina (m) ien
Caenr¡ rhu bd it is e I e ga ns (ce).

TATA i de Tat, i genera una transcripció abortiva. i I'altra és depen-
dent de la caixa TATA i de Tat i genera una transcripció processi-
va. En relació a aixó, el nostre grup ha llostrat que els cotnplexos
transcripcionals processius són també dependents del coactivador
CAl50 [28], i  que CA150 s'associa de manera estable al cornplex
macronrolecular anomenat holocnzim, que té un paper rellevant en
la transcripció processiva [8]. Aquestes dades apunten a la forma-
ció de diferents complexos transcripcionals sobre el prornotor del
VIH-1, la composició proteica del qual dictará les etapes de la ini-
ciació i elongació durant l'activació transcripcional dels gens del
VIH- I .  Una línia d' invcstigació priori tária en el nostre laboratori és
l'estudi i dissecció dels complexos transcripcionals que regulen el
promotor delVIH-l durant l ' inici i  transcurs de la transcripció.

A causa del seu paper en la regulació de la transcripció dels
gens del VIH-1. és de gran importáncia di lucidar cl mecanisme
d'acció de CA 150 i la seva contribució a la regulació cel. lular. LJn
dels objectius d'aquesta investigació és el de detcrminar el possi-
ble ús de CA150 com futura diana terapdutica per a detenir la re-
pl icació viral i  arnb aixó f ienar el desenvolupameltt de la SIDA.
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Virogenómica

Tendim a pensar en la revolució genÓrrrica com I 'estudi inici-

alnrent anatómic i  després funcional dels gens de dist ints organis-

mes. En aquest terreny, l 'esforg a nivel l  de la comunitat científ ica

mundial és tan important que és difíci l  innovar i  ser competit iu
en camps en I'estudi dels quals molts paisos tenen tradició i duen
un avantatge considerable [3 l. 321. Existeix, no obstant aixÓ, un
territori apassionant i poc explorat que és el de la modificació
de l 'e.rpressió del nosLrc genoma per microorganismes. Els virus.
parásits obligats que requereixen de la nostra maquinária bioquí-
mica per a realiLzar el seu cicle biológic, són un rnodel excel'lent
per a analitzar i cornprendre la modificació del nostre propi pro-
grama genétic. L'ús de "l-nicroarrays" ha pennes deniostrar que
la infecció per Citonregalovirr-rs indueix l 'expressió de 258 mR-
NAs cel ' lulars, especialment d'aquells gens regulats per interferó

[33], un fenomen també observat en la inf-ecció per altres herpes-
virus [34]. Altre exemple és el del virus del Sarcoma de Kaposi
(KHSV) que indueix el receptor per al stern cell growth ./actor
c-kit, el bloqueig del qual reverteix els canvis ferrotípics induits
pel KHSV [35]. Tarnbé en la infecció per VIH-l s'ha demostrat
en treballs preliminars la inducció de factors de transcripció [36]
i I 'activació de gens implicats en processos de senyali tzació i  re-
gulació de I 'expressió de protelnes [37].

Es possible que la inducció pel propi virus d'alguns d'aquests
factors sigui essencial per al seu cicle replicatiu. Aixd és especi-
alment cert per als virus "petits", com per exemple el VIH-l que
codifica per menys de deu proteines. que necessiten forgosament de
factors cel'lulars per a realitzar el seu cicle biológic. D'altra banda,
des del punt de vista de la investigació er.r Salut, aquest abordatge
experimental per a la identificació de protelnes cel.lulars impoftants
per a una infecció és especialment rellevant per als virus causants
de les grans panddmies. El VIH- l, paradigma de les noves malalti-
es emergents, compleix aquests requisits, pel que I'estudi sistemá-
tic de la modificació de l'expressió génica induida pel VIFI- I té una
especial importáncia per a definir llovcs diancs terapcutiques.
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Descobriment de nous antivirals mit jangant técniques gend_miques

El coneixemcnt der nrapa genétic hurná obre Ia possibir i tat dedibuixar per primera vegada cfconjLrnt de dianes farmacorogiques
que permetran el disseny de nous f'ármacs. Totes les árees de lapatologia es beneficiaran de res noves estrategies de ra farmaco-genonrica i  Ia genómica funcionar. Er cáncer i  res marart ies neu_rodegeneratives són objecte avui en dia c.intensa investigació,perÓ les niararties produicres per virus, apare,tme't atLrnyadesd'aquesta estratdgia, són també objectius potenciars f. ,  ur o"r-cobrirnent de noves rutes d' intervenció terapdutica. Tradicionar_

ment les dianes antivirars són proteiires crer piopi virus, no oustantaixo, el nombre potenciar dc dianes virars és mort r imitat, especi-alment en ers virr,rs "petits" corn er VIH- r .  co' ja henr esmentat,una estraté-eia arternativa pot ser inhibir ra funciá cre proteines def hostatjador que són nccessáries per ar cicre replicutiu J.t virus.El desafiarnent per a obtenir antivirars midangant uqr.ro estra-tégia és doble: d'una bancra han de caracteritzar-se res proteines ivies de transducció cer'rurars necessdries per a ra repricació virar,i  per una altra s'han de rebudar aquelles on el seu bloqueig repre_scnti una toxicitat important per a ra vida cre ra cdr.rura. L,Jbjectiude I 'apl icació de res técniques genómiques a ra patologia virar ésel de descobrir quins gens cer' lurars són indufts o ..pi i- i t ,  .n 
" ltranscurs de la infecció virar i, posterionrent, araritzar i definir laimponáncia der procrLrcte d'aquests gens per a ra rearitzacló dercicle viral amb ra fi de dissenyo,. .J,,postos enfiont d,aquestesnoves dianes.

ApJicació de ra gendmica a.estudi de Ia infecció per vIH-t:análisi global de I 'expressió génica cel. lular per SAGE

['a nrajoria ders cstudis realitzats que tracten ra patogénia crela infbcció per VIH- r s'han dir igit  u ,,r ' i i ,nitut 'ombre de paráme-tres biologics, enc¿rra que er fbnomer estudiat af-ecta grotarment
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al funcionamcnt ce l ' lular '  Pcr a un¿r mil lor comprellsió dels esde-

veniments cel ' lulars i  patolÓgics causats pel VIH-l ós necessari

.otpuru, diferencialment patrons d'exprcssió gdnica cel ' lular a

g;un .r.ufu. El plantejanlcnt parcial real i tzat f ins el monrent ve

dona teng ranmesurape ' l " s l im i tac ionsde les tdcn iquesd 'aná l i -
si.  Les noves estrategics i  tecnologics aportades per la gendrnica

funcional i proteÓm[a permeten plantejar aquest problema amb

noves eines i perspectives' En concret '  recents avengos tecnoló-

gi.. l'tun do,rai lloc a ltna sdrie cle rnétodes per a l'estudi global

i .  l ' .*pr.rsió genica en cdl ' lules' Métodes com seriala'alysis r ' /

g .n.  . *pr .s ion f  SACE) '  Suppress ion substract i re  hybr id izat ion

(SSH), nricroarrays, oligonucleotide xrps' etc" estan sent utilit-

zatsmassivamentpera ident i f icargensdi ferencia lmentexpres-
sats en dues poblacions o estats cel ' lulars'

SAGE [38] és una t¿cnica que aprofi ta la tecnologia de la se-

qüenciació-d'ADN en massa per a obtenir un perfil quantitatiu de

l:expressió génica cel ' lular '  SAGE presenta tres avantatges fona-

mentals: primer, permet I'análisi de tots els gens expressats en la

cél ' lula; segon, no només identif ica el gen sinó que quantif ica el

corresponent tr'állscrit cl'una fonna sistemitica; i tercer' SAGE'

no requere i xde lcone ixen ren tp rev ide laseqüdnc iade lsgens .Es
pe. ai^Ó que la técnica SAGE está sent uti l i tzada avui en dia per a

I 'análisi de no'rbrosos i variats processos cel ' lulars [39-41] (per

a una completa rcv is ió  dc SACE di r ig i r -se a l .adreqa:  ht tp : / /www.

sagenet.org/horne/References. httn)'

La tücn i caSAGE, i c len t i f i cae l sge t t sa l l l an tseqüér rc iesmo l t
curtes d'ADN (els anomenats tags, de l0-l  I  parel ls de bases)

corresponents als tránscrits d'ARN. L'úrs de técniques d'ampli-

ficació cl'ADN (PCR, polymerase chain reaction) permet obtenir

una gran quantitat d'aquestes seclüdncies d'una fbrma específica'

Combinant 25-50 de les seqüüncics dels tags en un¿l sola mo-

lécula de plDrsmid permet la seva rápida seqüenciació en un sol

canal d'un scqtienciador automátic d'ADN, permetent url nivel l

d,eficácia molt elevat. S'estima que la seqüenciació d't tnes 2.000

mostres d,ADN són suficients per a obtenir la representació de

tots els tránscrits ccl ' l tr lars.

- l l

Com tota técnica genomica. SAGf necessita d' instrttments

bioinfbrmátics per a enlmagatzemaf t attalttzar la gran quantitat

de dadcs generades. E,n concret es necessita: i) extreure i tabu-

lar les seqüéncies específ iques dels tags del total seqiienciat '  i i )

comparar les seqüéncies específiques dins d'un mateix projecte

i. iii) cornparar aquestes seqüéncies amb les emmagatzemades en

bancs de dades de gens. En l 'actuali tat es pot disposar d'aquests
programes a Internet thttp://www.sagenet.org/).

La possibilitat de poder disposar en l'actualitat de grans equips

de seqtienciaci<i d'ADN de tipus capil'lar possibilita la seqüetr-

ciació de I'elevat nombre de mostres derivat de I'aplicació de la

técnica SAGE,. Així, el Servei de Seqtienciació d'ADN del Centre

Nacional de Biotecnologia (CNB), del clual aquest nou Académic

és el coordinador i responsable científic, disposa d'un laboratori

equipat amb un nou instrument de seqüenciació automática d'ADN

Serial analysis of Gene Expression (SAGE)

-Sfff i l |r¡JJ-r-i

Una seqüéncia de l0- l  I  pare l ls  de
bases (lngs) d'un tránscrit conté

tota la infornració per identif icar el
gen que es codifica

Ail lar els tagr

Unir els Íags en un mateix vector

Seqüenciar els lags

Quantif icar els lagr i determrnar
els perf ls d'expressió génica

-ur.

f
,:'¡ti4i5!:j

_ . . t ) . .1. . . : .

I f

t

-r!t.¡t!ii!.w!:*sd:ii:ñ

?

JP
ü

' ;!t:
, ' -  l

. ,,1. r ,iqí It
( ;ene I ' roduct

Figura 5:  Esquema de la técnica genónl ica SAGE



per elecrrofbresi capil . lar i  análisi de fragments (ABI PRISM

3700). L'instrument és capaq d'analitzar de fonna automática i

contínua (24 hores sense la intervenció de l'operador) la cámega

de mostres, electrofbresi i análisi de dades. El sistema i el seu

programari possibilita I'análisi de 96 mostres de forma simultánia

.n * t.tttps rnáxim de 4 hores amb un percentatge d'error inferior

aI l .5oA en cada 400 bases. Aquest equip fa possible I 'estudi dels

canvis globals en I'expressió génica cel'lular mesurats per la téc-

nica SAGE. El Servei de Seqiienciació d'ADN fonna part del nu-

cli básic d'un entorn d'infraestructures estratégiques en genomica,

proteómica i bioinformática estructural que s'está desenvolupant

en el CNB. AqLrest entom possibi l i ta I 'accés a I 'ajuda genÓmica i

bioinforrnática que grans i ambiciosos projectes, com el desenvo-

lupament de la tdcnica genÓmica SAGE, puguin requerir'

En el nostre laboratori s'está posant a punt la técnica gend-

rnica SAGE, per a analifzar de fbrma global els canvis prodults

en l,expressió gdnica cel. lurlar deguts a la protelna Tat dclVlH-1.

Els canvis induits en I 'expressió génica cel ' lular per Ia proteTna

viral Tat contribuirá a entendre el paper que diferents protelnes

cel.lulars poden jugar. ailladament o en cooperació amb f-actors

virals, en els mecanismes de la replicació ipatogcnicitat del virus.

Aquests coneixelnents permetran dissenyar nous fármacs i estra-

tegies terapéutiques etrfiont de la inf-ecció pel VIH- i.

Farmacogenética i farmacogendmica en la inf'ecció pel VIH-l

La intensa investigació realttzada en la transllrissió del VIH-

1 i la progressió a la SIDA utilitzant grans grups de pacients ha

demostrat la importáncia de la -uenética de I'individu en la pa-

togenicitat del virus i en la resposta als fármacs antiretrovirals.
Encara que molt menys investigat, la variació génica del patogen,

en aquest cas el VIH-1, també és un element que altera la pato-

genicitat i la resposta al tractamcnt antiretroviral. A continuació
es revisen les implicacions de cadascun d'aquests factors en la

in fecc ió produTda pel  VIH-1.
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Influéncict c{e lu yctrirtc'ió genéticn cle I'int{iyicht en la infbccir't ¡tel
VIH- 1

Durant el transcurs de la pandirnia causada pel VIH-l s'ha
vist que individus amb un nivel l  semblant d'exposició al virus
mostren, no obstant aixd. un grau d'infecció dif-erent. Així ma-
teix, individus infectats pel VIH- l  progressen a la SIDA de fornta
diferent. Finalment, diferents pacients amb els mateixos símpto-
mes ( in fecc ió pelVIH- l ) responen de fornra d i ferent  a ls  mate ixos
medicarnents (antiretrovirals). Variacions en determinats gens de
l'individu hoste. també anomenats polimorf srnes, són responsa-
bles d'aquesta heterogeneitat en la resposta a la infecció v'iral i al
tractament antiretroviral. Els gens que alteren la patogenicitat del
VIH-1 són i) els que codif iquen pels correceptors virals i .  i i )  els
que regulen la resposta immune de l ' individu. Ir ls gens afectats
que regulen la resposta als fármacs antiretrovirals són i) els im-
plicats en el biometabolisme dels fármacs i,  i i )  els implicats en el
transport i  disf ibució dels mateixos.

Com ja s'ha explicat amb anteriori tat, l 'entrada del VIH-1 a
la cél'lula infectada requereix del receptor de linrfocits T CD4
i la preséncia de, almenys, un receptor de quirniocines que ac-
tua com a coreceptor. Els coreceptors més importants del VIH-l
són els anomenats CCR5 i CXCR4 . Difbrents poiimorfismes en
CCR5 alteren la capacitat d'infecció del virus i/o la progressió a
la SIDA. El polimorfisme més important detectat és una delació
de 32 parells de bases en la regió codificant del gen del coreceptor
(CCR5A32), que produeix una proteina no funcional, i que en es-
tat d'homozigosi prevé I 'entrada del virus a la cdl. lula i  per tant la
infecció. La preséncia de CCR5 L32 en deteminades poblacions
d'individus caucásics explica I 'elevada resistdncia a la infecció
pel VIH-1, f ins i  tot en situacions d'elevat r isc d' inf-ecció [42,431.
La preséncia de CCR5A32 en heterozigosi no prevé la infecciti
peró provoca ulra progressió a la SIDA més lenta del normal.
L'abséncia d'un fenotip patológic cn individus en homozigosi per
a CCR5A32 i la potent activitat in vitro i ex li yo de molécules
que bloquegen CCR5 fan d'aquest coreceptor ulr candidat ideal

t
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per a una futura intervenció farmacológica. El segon coreceptor
viral, CXCR4, no presenta polirnorfismes implicats en la infecció
pelVIH-1 i/o progressió a la SIDA, sent un gen que admet molta
menor variació que CCR5, suggerint un paper més crític en la
cél'lula que l'anterior. Existeixen altres receptors de quimiocines
que han estat implicats en I 'entrada del VIFI-l  a la cél ' lula peró
el seu paper i.n vivo no s'ha comprovat amb claredat. Pacients
infectats pel VIH-l que presenten en homozigosi polimorfismes
que afecten a dos aminoácids en el correceptor CX...Rl (CX3.R1-
1249M280) progressen a la SIDA amb major rapidesa que indivi-
dus infectats sense aquells polirnorfismes [44].

La preséncia de polimorfismes en gens implicats en els me-
canismes d' immunitat de l ' individu són una altra font important
de variació en la resposta a la infecció pel VIH-l . Totes les es-
pécies de mamífers tenen un grup de gens estretament lligats i
molt polimóffics. que van ser descoberts per la seva implicació
en el rebuig o acceptació de trasplantaments o ernpelts de teixits
o órgans; d'aquí deriva el seu nom de Cornplexe Principal d'His-
tocompatibi l i tat (MHC, de l 'anglés Major Histocompatibi l i ty
Complex). Les moldcules codificades pel MHC intervenen d'una
manera central en el desenvolupament de les respostes immunes
específiques, tant la humoral com la cel.lular. El MHC és un con-
junt de gens alineats en una regió gran i contínua del genorna (uns
4 milions de parells de bases, un 0.8olo del genoma) que en l'es-
pécie humana se situa en el cromosoma 6, i es coneix com regió
HLA. Detenninades combinacions al.lélicas dels gens del HLA
s'han relacionat amb una major resisténcia a la infecció pel VIH-
l. Per exemple, en una població d' individus inf 'ectats pel VIH-l
peró en que els nivells en sang han estat indetectables durant més
de deu anys, el 28-400 tenien una particular colnbinació de gens
del HLA que suggereix que els protegeix de la malaltia [45].

Polimorfismes gendtics de factors que intervenen en el meta-
bolisme i transport de farmacs, així corn en les seves dianes (per
exemple, receptors), tenen una gran inflr.rdncia en I'eficácia i toxi-
citat dels fánnacs antiretrovirals. D'aqucsta mancra. les concen-
tracions actives dels fármacs depenen dcl metaboiisme i transport
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dels mateixos, que ar seu to' i  está condicionat per la variació delsgens responsables. S'han detectat porimor.f i  smé, qu. condicionen
1'efecte del tractament antiretrovirar en er gen dcr citocrom p450
(cYP450), principal responsabre der biometaborisrne ders fár_
macs antiretrovirals, i en er gen de ra gricoproteina p, reracionat
arnb el transport i distribLrció dels flánnac s 146,471.

Influéncia de la t'ariació en gens crer vrH-t en ru ittJbcció virar

Polimorfrs*res en gens der vrH-r són una artra fbnt mort im-portant de variació génica que condiciona ra inf'ecció i er tracta-
ment antiretrovirar. polirnorfisrres en ers gens de ra transcriptasa
inversa i la proteasa virar canvien ra capacitat repricativa der vrH-
I tant en preséncia [23] com en abséncia L24,25)del f ]¿rmac anti-
ret¡oviral. condixer aquests canvis génics en er virus (genotipat)
i el seu efecte en ra capacitat replicativa del 'irus (fbnotipat) és
important per al disseny d'una tlrápia óptima i per a una futura
terápia individualitzada per a tractai la SIDA.

El coneixernent que es pot generar de 'estudi de la variació
gdnica en gens de I ' incl ividu infectat (MHC, CCR5. Cyp450, gl i_
coprotei.a P'. . . ) així com en gens der vrH- l (transcriptasa inver-
sa, proteasa, GP4 I ,. . . ) pot conduir a un futur cliagnósiic molecu_
lar per al tractament personalitzat de la SIDA.

Comentaris finals

L'aparició de la SIDA l.a més de 20 anys ha suposat una pan_
ddmia a nivel l  mundiar de conseqüéncies ercara irnprevisibres.
Encara que durant aquest telnps s'ha enfbrtit er co,np.omís polí-
tic, els fons van en augrnent. els programes de tractament estan
millorant per a adaptar-se a les necessitats, i els eslbrEos de pre_
venció s'estan anrpliant, tot ai.xó no és suficicnt. I)e ra mateixa
manera, la investigació que a nivelr básic ha estat desenvorupant-
se en nombrosos laboratoris sobre Ia biorogia nrorecurar ¿et vtu-
l,  ique ha contribuit c|una fonna irnportant a ra mii lora ders oa-

^Ih"
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cients infbctats i  está sent essetlcial per al desertvolupament d'una

vacllna eficag enfiont del virus, segueix sent insuficient. Al costat

d'r-rn major-compromís polít ic que redllndi en un increment en la

investigació sobre el VIH-1, hem de nl i l lorar també els aspectes

educatius i  culturals per a el iminar I 'estigma i la discriminació

que bloquegen els esforgos per a contfolar l 'epidé¡ria mu¡dial i

creen un cl ima ideal per a la seva expansió.
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