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No cal dir que per a mi és un grandissim motiu de joia el fet
que la Reial Académia de Farmacia de Catalunya hagi tingut a
bé de confiar-me fer la presentacio del Dr. Carles Maria Sufié i
Negre amb motiu del seu discurs d’ingrés com a Académic Cor-
responent d’aquesta docta Corporacio. Si ja és motiu d’alegria
rebre a qualsevol nou membre de 1I’Académia, encara ho és mes
quan aquest no es tan sols un amic 1 un company, sind que a mes
¢s el germa que s’ha fet mereixedor d’aquesta acollida pels seus
reconeguts merits en 1’estudi 1 la investigacio de les ciencies far-
macéutiques concretades en els aspectes que hi desenvolupa la
biologia molecular.

El Doctor Carles Maria Sufi¢ i Negre nasqué a Granada,
com tots els seus germans, en el si d'una familia catalana pels
quatre cantons, desplacada a aquella ciutat per motius de fei-
na: I"assoliment, per part del pare, de la Catedra de Farmacia
Galénica, Tecnica Professional i Legislacié Comparada de la
Facultat de Farmacia d’aquella ciutat. Tal vegada el fet de viure



a casa la professionalitat docent i investigadora del pare, sem-
pre de caire farmaceutic, va poder influir en que I"any 1985 el
Dr. Carles Maria Sufi¢ i Negre assolis de torma ben brillant
la Llicenciatura en Farmacia a la Universitat de Barcelqna, tot
presentant aquell mateix any la tesina de llicer‘m.lat’l’lr.a tltulgda
“Aspectes legals i ¢tics de Ja manipulacio genc':tlca i assolint,
conseqiientment, el Grau de Llicenciat. lmmedlqtament, mogut
per un esperit investigador irrefrenable, assol'e1x.la seva pri-
mera beca pre-doctoral merces a un extraordinari curriculum
académic (era estrany veure cap nota que no fos excellent o
matricula d’honor al seu expedient) i es trasllada al reconegut
“Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa”, un Ce.ntre 'd’m—
vestigacio mixta entre el “Consejo Superior de lnvestlggcmnes
Cientificas” (CSIC) i la Universitat Autonoma de Madrid per a
realitzar els seus estudis de Doctorat sobre Immunologia Viral
dirigit pel Dr. Luis Enjuanes, obtenint el Grau de I.)octor.en
Farmacia per la Universitat de Barcelona I’any 1989 i assolint,
a I'hora, quelcom més, fruit d’aquell intens periode de recerca
pre-doctoral: coneix a la que després seria la seva esposa Crlstlj
na, també estudiant de doctorat en aquell mateix Centre i també¢
farmacéutica com ell.

Aixi les coses, tots dos marxaren ja casats cap al lloc a on es
veu que els investigadors del nostre pais estan obligats a anar mo-
guts per les penoses circumstancies que envolten la recerca a casa
nostra. D’aquesta forma, el Doctor Carles Maria Sufi¢ 1 Negre in-
gressa com a Research Associated al prestigios Duke University
Medical Center, als USA (Durham, NC) on passa la major part de
la seva vida cientifica, des de I"any 1992 a I'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 oposicio una plaga de Cientific Titular de Ge-
nomica i Protedmica del CSIC, passant a dirigir un laboratori de
recerca al “Centro Nacional de Biotecnologia” (CNB) a Madrid,
essent alhora el responsable cientific del Servei de Seqiienciacio
de DNA de I’esmentat CNB.

Alasevaetapad’investigador a ’estranger, realitza importants
contribucions vers la regulacio de I’expressio genética del VIH-1,
agent causal de la SIDA, la qual es reflecteix en nombroses pu-
blicacions (27) d’altissim nivell a revistes d’ambit internacional
com ara Molecular and Cellular Biology, Proceedings of National
Academic Sciences, Journal of Virology i d’altres. Tanmateix, és
co-autor de 7 capitols de llibres, té 3 patents i ha fet 49 presentaci-
ons a congressos tant nacionals com internacionals. També cal fer
esment de la publicacid d’un petit “letter” a la prestigiosa revista
Nature, la qual cosa no deixa de ser un fet prou extraordinari per
a un jove investigador catala.

Potser la seva contribucié més rellevant durant aquesta etapa
va ser el descobriment d’una nova proteina humana implicada
en la formacio dels transcrits del VIH-1, la qual porta per nom
CAT50 1 que va ser motiu de la seva tercera patent sol-licitada als
USA. El descobriment d’aquest nou factor va ser la causa de la
concessio d’un “grant” del NIH (National Institute of Health) de
mes d’un milié de dolars i és ara una de les linies prioritaries de
la seva recerca a Madrid. La funcié d’aquesta nova proteina a la
regulacié de 'expressio génica de les cél-lules és motiu d’intensa
investigacio al mon cientific.

No puc donar per finalitzada aquesta sempre incompleta pre-
sentacio sense tenir en compte a aquelles persones que han estat
i s6n importants en la vida del Doctor Carles Maria Suiié i Ne-
gre. Es en aquestes ocasions en que es pot compartir de forma
publica la felicitat i I’agraiment 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 modelic ens han transmés una forma
d’entendre i compartir la vida, i els germans que sempre ens hem
fet costat amb el nostre suport incondicional i constant. Perd no
fora just oblidar a na Cristina, I’esposa d’en Carles Maria, amb
qui comparteix la vida familiar i I’ambit professional doncs, com
ell, és farmacéutica investigadora en el camp de la biotecnologia
i en la que ha tingut sempre una paraula d’anim en els moments



dificils i un ajut permanent. També estic convengut que la joia
d’aquest moment la viuen pensant en els seus dos ﬁl?s, en Adria
i na Carolina, amb la il-lusié que fa el viure construint un futur

encoratjador.

Agraint ["atencio dispensada, no em re§ta més que fe]ic.itar 2}1
meu germa, el Doctor Carles Maria Sufi¢ i Negre, pel seu ingrés
com Académic Corresponent, aixi com també a la seva familia,
amics i a la mateixa Reial Académia de Farmacia de Catalunya
per la incorporacié d’un membre mes que I'ha de fer cada cop
més gran i més nova, ja que la renovacio en persones ha de gene-
rar, indubtablement, noves fites i perspectives de futur.

Moltes gracies.

AGRATMENTS

Voldria expressar la meva felicitat i ¢l meu agraiment davant
oferiment de pertanyer a aquesta molt digna Académia com a
membre corresponent. He d agrair sincerament als 11-lustres A ca-
demics Drs. Jesas Guinea, Xavier Sorni i Josep M? Suié cl fet
d’haver pensat en mi i avalar la meva candidatura per a perta-
nycr a aquesta Il-lustrissima Académia. Vull fer extensiu aquest
agraiment als meus antics mestres de la Facultat de Farmacia de
Barcclona, que em van inculcar els concixements que, en cada
una de les seves arces, han resultat fonamentals per al bon esta-
bliment de la meva carrera professional i cientifica. 1 a tots els
presents. que dediqueu part del vostre temps a aquest entranyable
acte.

L'agraiment a la meva familia mereix un agraiment especial.
Sens dubte. la formacio i el caracter d’un ésser huma estan condi-
cionats per la gent que I'envolta. En el meu cas, he tingut la gran
sort de poder comptar amb una familia que m ha donat un suport
generos 1 constant durant tots cls anys de la meva vida. Em sento
privilegiat per poder compartir la meva vida amb la Cristina, la
meva dona, de qui he apres a cstimar i respectar, i de qui elo-
gio innombrables virtuts. La Cristina ha estat guia i companya cn
aquest viatge que vam emprendre junts ara fa més de tretze anys,
que mai no m’he penedit dhaver comengat i que espero i desitjo
que duri tota la nostra vida. Em sento doblement privilegiat per
tenir al meu costat als meus fills, Adria i Carolina. que m’han fet
entendre Mordre de prioritats d’aquesta vida. Soc immensament
felic amb cada un dels seus gestos, dels seus somriures i de la
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seva incessant i diaria evolucio. 1, com no, privilegiat per tenir als
meus pares i germans, que han estat al meu costat malgrat distan-
cies de milers de quilometres, les ensenyances, valor i1 compor-
tament dels quals han estat claus per a formar i enfortir aspectes
de la meva persona que alhora han estat essencials per al meu
desenvolupament huma i professional.

El tema que he decidit escollir per al discurs d’ingrés com a
nou Académic corresponent ¢és, logicament, el tema de treball en
el que he basat la meva tasca cientifica durant els Gltims anys, que
considero tremendament important no solament pel seu interes
cientific sind també pels seus aspectes ¢tics, legals 1 humans.
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Introduccio: 1a SIDA al mén

El virus de la Immunodeficiéncia Humana de tipus 1 (VIH-1)
¢s I'agent causal de la Sindrome de la Immunodeficiéncia Adqui-
rida o SIDA. Ja fa més de vint anys de I’inici de 1’epidémia en
els anys vuitanta i les xifres de la situacio actual segueixen recor-
dant-nos la necessitat de seguir treballant junts per aconseguir, si
no eradicar-la, almenys minimitzar les seves mortals conseqiién-
cies. L’any 2003, 'epidémia causada pel VIH-1 va provocar la
mort de més de tres milions de persones, i s’estima que cinc mi-
lions es van infectar pel VIH-1, fent pujar ¢l nombre de persones
infectades pel virus en tot el mon a gairebé 40 milions, dels quals
37 milions son adults 1 2,5 milions sén menors de 15 anys (Taula
D) [1]. Des de I’inici de la pandémia, han mort més de 25 milions
de persones a causa de la malaltia.

Taula I. Resum mundial de epidémia de VIH/SIDA, desembre de 2003 [1]
Els marges de variacio de les estimacions presentades en aquest quadre
defineixen els limits dins els quals es troben les xifres reals, i estan basats en la
millor informacio disponible.

. Total 40 milions (34-46 milions)
Persones infectades - .
el VIH Adults 37 milions (31-43 milions)
P Menors de 15 anys 2,5 milions (2,1-2,9 milions)
Noves infeccions Total 5 milions (4,2-5,8 milions)
Adults 4,2 milions (3,6-4,8 milions)

el VIH-T el 2003\ orsde 15anys 700,000 (590.000-810.000)

Total 3 milions (2,5-3,5 milions)
Adults 2,5 milions (2.1-2,9 milions)
Menors de 15 anys  500.000 (420.000-580.000)

Defuncions causades
per 1a SIDA el 2003




L’epidemia causada pel VIH-1 no esta distribuida de forma
uniforme en cf nostre plancta. L™ Africa subsahariana segueix sent,
de bon tros. la regié del planeta més afectada per la pandémia.
S'estima que uns 26.6 milions de persones estaven infectades pel
VIH-1 a I'any 2003, inclosos ¢ls 3.2 milions de noves infeccions
que es van produir durant I'any passat. La SIDA va acabar amb la
vida d’aproximadament 2,3 milions de persones en aquesta regio
geografica en "any 2003 [1]. En aquest continent ¢s on epide-
mia causada pel VIH-1 podria tenir fatals conseqiiencies en un
futur no molt llunya, amb la destruccid dels sistemes economics,
sanitaris 1 politics de nombrosos paisos. En determinats paisos del
continent africa, la prevalenga del VIH-1 és del 40%, mentre en la
majoria de paisos de I’Africa meridional una de qada cinc dones
embarassades esta infectada pel VIH-1. La zona d’Asia meridional
i sud-oriental esta tamb¢ fortament castigada per 'epidémia, on
aproximadament 6,4 mitions de persones conviuen amb el VIH-1
a la fi de 2003 . Aquestes xifres es comparen significativament
amb les aproximadament 600.000 persones a Europa occidental
o el gairebé milio de persones d’America del Nord infectades pel
VIH-1 alafidc 2003 {1] (Figura 1).

Estructura del VIH-1 i del genoma viral

El VIH-1 és una particula esferica amb una grandaria de 80 a
100 nm de diametre. La seva estructura consta d’una nucleocapsi-
dc interna o nucleoide (a Iinterior de la qual ¢s troben el material
genetic i els enzims virics: complex transcriptasa inversa, integra-
sa 1 proteasa), 1 d’un embolcall lipoproteic derivat de la cél-lula
hostatjada on s’insercixen les glicoproteines virals. Com tots cls
retrovirus, ¢l genoma del VIH-1 és un ARN format per dos brins
identics de polaritat positiva de 9,6 kilobascs de longitud. En la
seva forma de provirus (en forma d’ADN) el genoma viral es
troba flanquejat per unes seqii¢ncies repetides o LTR que perme-
ten la scva integracié en el genoma cel-lular i on es localitzen els
clements reguladors de la transcripeid viral.

16

e 520 000 - 630 (00 1,2»38'rif1iuunes

790 000 - 1.2 millones ey
o 700 520 - 1.3 millees

G 470 000 - 730 00 e 1y

350 000 - 530 000 4.6 - 5.2 mitiores

13-13 miliéres 250 ~26,2 millores

12 006 12,007

Total: 34 - 46 millones
Figura 1. Nombre estimat de persones infectades pel VIH a la fi de 2003 [1].

EI VIH-1 pertany a la familia dels lentivirus, els quals es ca-
racteritzen per tenir una estructura geénica més complexa que la
dels altres retrovirus. El genoma del VIH-1 codifica per tres po-
liproteines anomenades Gag, Pol i Env, les quals sofreixen un
proccs de protedlisi per a donar lloc a les nou proteines comuns
a tots els retrovirus. Les quatre que es deriven de Gag (MA [ma-
triuJ, CA [capside], NC [nucleocapside] i p6) i les dues que es
deriven de Env (gp120 i gp41) son proteines estructurals que for-
men el nucli i la coberta viral. Les tres proteines que es generen
de Pol (PR [proteasa], RT [transcriptasa inversa] i [N [integrasa])
tenen funcions enzimatiques essencials i formen part també de la
particula viral. A més d’aquestes, el genoma del VIH-1 codifica
per sis proteines addicionals reguladores. Tres d’elles (Vif, Vpri
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i ' i Rev)e ixen
Nef) es localitzen en la particula viral, dos (Tat i Rev) cxerce.xd
funcions nuclears que son essencials per al virus, i una (Vpu) ajuda

en ’acoblament de la particula viral.

Cicle biologic del virus

Fl cicle d’infeccio del VIH-1 es dividc':ix en dgejs fases, prime-
renca i tardana, separades entre si per la m}egracm en el .gf'enomla
cel-lular. Durant la primera etapa té Iloc .l'eﬁfrada del virus a la
cél-lula, la desencapsidacio i retrotranscripeio del genlor.ne;)vwai;
el transport al nucli i la integracic? en e} genoma cel-l'u ar. Zrm_
’etapa tardana té lloc ["expressio geneﬂca del proywusT qu o
clou la transcripcio del genoma viral, el translyr)o.rt al c1t059r,de
processament de I’ARN missatger, la forn1ac19’1 madu‘ramo Z
nous virions i, finalment, la sortida per gemmaglo Fle la cel'lulac.1 1
continuacio s’examinen amb més detall les principals etapes de

cicle biologic del virus.
Entrada del VIH-1 a la cél-lula

L'entrada del VIH a la cél-lula es produeix mitjanQaQt la
interaccio de la proteina de ’embolcall gpl20‘ amb dos t}?us
de molécules de la membrana cel-lufar: la molccqla especilﬁca
de limfocits T CD4 (que actua com a “receptor""), 1 determm'its
receptors de quimiocines (que actuen com a correceptoxfs )
Encara que “in vitro” s ha descrit que molts receptors de qmr‘rcl'l—
ocines son capagos d’actuar com a coreceptors del VIH—I,' lln
vivo” probablement existeixen només dos receptors esge}nglals
que son les molecules CCRS5 1 CXCR4 [2.]. La 'mteraccm. e la
gp120 amb CD4 en la membrana cel-lular indueix un canvi cor?—
tormacional que possibilita la unid a un cors:cepton produmt—se}
un procés de fusio entre la membrana v.iral i ce'1~lula‘r’en el qua
participa la gp41 viral 1 que permet la internalitzacio ’d_e la nui
cleocapside viral i la desencapsidacio del genoma viric en ¢
citoplasma.
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Transcripcio inversa, transport i integracio

Després de I'entrada de Ia nuclcocapside viral en la cel-lula
es produeix la formacié d’un doble bri d’ADN g partir de ’ARN
viral mitjancant [’enzim transcriptasa inversa. En aquest procés
enzimatic es dupliquen els LTR virals que se situen a ambdos
extrems del genoma proviral. LADN de doble cadena és trans-
portat al nucli per la matriu viral, encara que també intervenen la
integrasa. la transcriptasa inversa, la proteina viral Vpr i la nucle-
ocapside. Posteriorment, I’ADN s’integra en el genoma cel-lular
mitjangant I’acci6 de la integrasa viral constituint el que s’anome-
na un provirus integrat.

Control de la transcripcié del VIH-]

Una vegada integrat, el VIH-| pot seguir un comportament
variable: romandre latent, replicar-se de forma controlada o ex-
perimentar una replicacio massiva. La induccié de la reactivacio
a partir de I’estat de laténcia es producix mitjancant I’accié de
determinats factors de transcripeid que son induits Gnicament en
el curs de I’activacio linfocitaria T NFKB, que representa el prin-
cipal factor cel-lular regulador de la transcripeio del VIH-1 en
limfocits CD4 [3], i la proteina Tat. que ¢€s el factor viral més im-
portant per a augmentar la taxa de transcripcio del VIH i permetre
I"elongacié completa del genoma viral[4].

La proteina Tat esta codificada per 2 axons del genoma del
VIH-1, donant lloc a una proteina de 86 o 101 aminoacids de-
penent del processament post-transcripcional del ARN viral. La
proteina Tat incrementa cn més de 500 vegades el nivell dels
ARN missatgers del VIH-1, i Ia delacié del gen que codifica Tat
dona lloc a particules virals incapaces de mantenir una infeccio,
La proteina Tat és, per aixo. necessaria i imprescindible per a
I"activacio dels gens virals i per a la infectivitat del VIH-1 . Tat
s’uneix a una seqiiéncia d’ARN present en I’extrem 5’ de tots els
ARN missatgers virals (element TAR: de I’anglés, trans-activati-
on response element) i per a la seva funcié requereix factors cel-



lulars especifics i determinades seqiiencics d’ADN Qel promptor
del VIH-1 [5]. L’element TAR del VIH-1 es transcriu a partir de
la regio +1 fins +59 del LTR, formant un ARN en forma df{ fo.r—
ca amb tres nucleotids que formen !'estructura de la protuberapcna
(lloc d’uni6 de Tat) i sis que formen I'estructura del llac;.‘La inte-
raccié entre Tat i TAR incrementa dramaticament 6'315 nivells 46
tots els ARN missatgers virals mitjancant ’activacio del procés
de ’elongacié transcripcional intervinguda pels comp{exo's fo.r’—
mats per I’ARN polimerasa 11 (ARNPII) (Elgura 2). L el‘ctlyac10
transcripcional mitjangada per Tat requereix de la presemfla de
la ciclina T1, que juntament amb CDK9 formen el, factor d’elon-
gacio transcripcional positiu b (P-TEFb) [6]. A més del complex
P-TEFb, I’activacio per Tat requereix d’altres proteines cel-lulars
[7.8]. L’enorme importancia per al cicle biologic del VIH-1 que
tenen Tat i el mecanisme d’activacio dels gens del VIH-1 fa que
siguin dianes molt atractives per a un futur 0s terapéutic: '

A més de la seva possible aplicacid per a [a generacio de no-
ves estratégies terapéutiques enfront de la infeccio produida pel
VIH-1, ’estudi de I’elongacid de la transcripcio ha generat re-
centment un gran interés a causa de la seva importancia en el
control de I’expressio génica general, 1 en el descobriment de la
implicacio de factors que participen en aquesta etapa en nombro-
ses malalties humanes. A més de I’esmentat factor P-TEFb i la
seva relacio amb la infeccid produida pel VIH-1, distintes protei-
nes que intervenen en el procés de I’elongacié transcripcional han
estat relacionades amb la leucémia mieloide aguda, la sindrome
de Cockayne i la malaltia familiar de predisposicio al cancer de
Von Hippel-Lindau [9].

Processament de I’ARN missatger

La replicacié del VIH-1 requereix el transport especific dels
ARN missatgers virals del nucli al citoplasma cel-lular per a la
seva posterior traduccid a proteines. La proteina viral Rev té un
paper essencial en el transport dels ARN missatgers prlocessats 0
parcialment processats del nucli al citoplasma. Rev te.116 ami-
noacids i es localitza en el nucli i nucleol de la cél-lula infectada.
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Gag Vif Vpu

Tat s
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Transcripcid de 'ARN
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/ Processament dels ARN
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’"M ARN missatgers ARN missatgers
= reguladors estructurals
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Figura 2. Control de la transcripeid del VIH-1 . En I’esquema es mostra

I"organitzacid génica del VIH-1 amb els gens estructurals (Gag, Pol i Env) i
reguladors (Vif, Vpr. Vpu. Nef. Tat i Rev). En I'extrem 5° de les seqiiéncies
repetitives llargues (LTR) es localitza el promotor del VIH-1, mostrant-se
els llocs d’unio per als factors de transcripcio NF-kB, Spl i la caixa TATA.
Des d’aquest promotor s’inicia la transcripcié dels ARN missatgers que son
processats i donen lloc als ARN missatgers reguladors i estructurals. La
proteina Tat del VIH-1 trans-activa el promotor del VIH-1 augmentant en més
de 500 vegades el nombre total d"ARN missatgers produits.

Igual que passa amb Tat, la proteina Rev s’uneix a una sequiencia
d’ARN de 210 nucleotids altament estructurada present en el gen
Env 1 anomenada RRE (de ’anglés, Rev response element). El
transport de I’ARN del nucli al citoplasma utilitza les vies d’ex-
portacio de la cél-lula hostatjada a través del receptor nuclear
CRMI o exportina 1 [10], el qual s’uneix al senyal d’exportacio
nuclear de Rev per a traslladar el complex format per I’ARN mis-
satger viral i Rev del nucli al citoplasma. Una vegada en el cito-

plasma. els ARN missatgers virals son traduits a proteines pels
ribosomes cel-lulars.



Morfogénesi i sortida dels virions

En I’acoblament de la particula viral participen les. proFe'fncs
virals Vif, Vpu i la proteasa. El material genétic del .\/1rus.Junta-
ment amb les proteines Gag i Pol formen el nucleoide ylral, el
qual es desplaga a la membrana cel-lular on es recob’relx d(:*: la
membrana lipidica i de glicoproteines. En aquest proces, cl virus
incorpora en les seves particules material c§l~lqlar, com l.a B,-mi-
croglobulina i els antigens del Complex Prlrnmpal de Hlstocgm—
patibilitat (HLA), la funci¢ futura del qual és permetre un millor
reconeixement del virus a la membrana de la cél-lula diana, o la
ciclofil-lina que interacciona amb proteines de la capside per a la
formacié de virions infecciosos. El cicle infectiu del VIH-1 ﬁnE}-
litza amb la gemmacio de les particules virals infeccioses a traves
de 1a membrana cel-lular i la seva sortida a |’espai extracel-lular
on iniciara un nou procés d’infeccio.

Tractament antiretroviral enfront del VIH-1

En P’actualitat, la bateria de farmacs disponibles per a detgn%r
’avang de la SIDA és limitada i es basa majoritériament.en inhibir
la funcié 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 quimica en funciF') Fle la seva
analogia o no amb els nucledsids. Existeixen vuit inhibidors de' la
proteasa (amprenavir, atazanavir, fosamprenavir [GW43§9_08], in-
dinavir, kaletra, nelfinavir, ritonavir i saquinavir), deu inh1b1dor§ QC
la transcriptasa inversa analegs a nucleosids (abacavir, comb1v1'r,
didanosina [ddl], emtricitabina [FTC), lamivudina [3TC], estavudi-
na [d4T], tenofovir, trizivir, zalcitabina [ddC] i zidovudipa [AZTD
i tres no analegs a nucleodsids (delavirdina, efavirenz 1 nevirapi-
na) aprovats per al seu s hospitalari, i fins a dotze nous férmacs
d’aquestes especificitats en fase d’experimentacio. L’estraj[égle} te-
rapéutica actual es basa en la utilitzacio de potents combinacions
de gairebé sempre tres 0 més farmacs i amb la possibilitat de mo-
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nitoritzar la resposta a aquest tractament mitjancant la mesura de la
carrega viral plasmatica en el pacient. Aquest tractament (HAART.,
de I’angles highly active antiretroviral therapy, traduit com “terapia
antiretroviral molt agressiva™) ha conduit a un augment espectacu-
lar de la supervivencia i a una millora de la qualitat de vida de les
persones infectades pel VIH-1 [11]. No obstant aix0, el virus no és
climinat en la seva totalitat i apareix fins i tot després de deu anys
d’un tractament aparentment efica¢ [12]. Durant aquest interval, el
VIH-1 és capa¢ d’amagar-se en cel-lules reservori on es replicaria
activament i es propagaria a pesar del tractament farmacologic [ 1 3]
Encara que la naturalesa dels reservoris cellulars no es coneix bé,
pot tractar-sc de cel-lules de vida llarga productivament infectades
0 de cel-lules latentment infectades. Aquests reservoris, de dificil
eliminacio per les terapies farmacologiques agressives, constituei-
xen la principal dificultat per a una possible eradicacio del VIH-1
dels pacients tractats [14].

Molt recentment s’ha introduit en el mercat hospitalari un far-
mac antiretroviral anomenat enfurvitida o comunament T-20 (també
Fuzeon®, pentafusida o DP178). E1 T-20 és un peptid de 36 aminoa-
cids que inhibeix la unié del VIH-1 al receptor cellular CD4 present
en els limfocits T, i1 és el primer d’una série de farmacs, encara en
fase d’experimentacid, basats en la inhibicio de la unié o fusio del
VIH-1 a la membrana cel-lular. Existeixen fins a sis nous farmacs in-
hibidors de la unio o fusi6 del VIH-1 a la membrana cel-lular en fase
avancada d’experimentacié que sens dubte s’uniran a la bateria de
farmacs disponibles per a pal-liar el desenvolupament de la SIDA.

Una tercera linia de tractament farmacologic contra el VIH-1 es
basa en la inhibici6 d’un tercer enzim viral anomenat integrasa que
catalitza la integracié del material génic viral en I’ ADN de la cél-lula
hostatjada. Existeix un Gnic compost de tipus carboximida anome-
nat L-870810 amb capacitat d’inhibir la integrasa i que esta en
fase de desenvolupament experimental. Finalment, s’esta també
investigant amb productes que tracten de disminuir la capacitat
replicativa del virus i/o potenciar la resposta immune enfront del
mateix, com moduladors del metabolisme cel-lular (hidroxiurea i
micofenolat) i citoquines (interleukines 2 i 12).
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En molts casos, serioses patologies derivades del tractament
antiretroviral compliquen I’s clinic d’aquests medicaments..Per
exemple, la sindrome de la lipodistrofia, consistent en alterac10r}s
en la distribucio del greix corporal que es tradueix en la preséncia
de cumuls i/o pérdua de greix en arees localitzades del cos, que
ha estat descrit en un nombre significatiu de pacients amb tera-
pia antiretroviral dirigida contra la proteasa viral. Les causes que
desencadenen aquesta sindrome son, ara per ara, desconegudes.
Altres efectes secundaris de la terapia antiretroviral son les nom-
broses alteracions detectades en el metabolisme, incloent hiper-
trigliceridémia, hipercolesterolemia, hiperglicémia i I’aparici6 de
diabetis mellitus.

Resisténcia del VIH-1 als farmacs antiretrovirals

Tots els farmacs antiretrovirals disponibles avui en dia desen-
volupen fenomens de resisténcies virals i és, per tant, un dels tac-
tors més importants que limiten I"eficacia del tractament enfront
el VIH-1. La resisténcia als farmacs es correlaciona amb canvis
especifics en la seqgiiéncia d’aminoacids dels enzims transcriptasa
inversa i proteasa que permeten al virus replicar en pres¢ncia dels
inhibidors respectius. Aixo és conseqiiéncia, primer, de 'alta di-
namica de replicacio del VIH-1 que ocorre durant tot el procés de
la malaltia (s’estima que el nombre de nous virions que es produ-
eixen diariament oscil-la entre 10 i 10° [15,16]). I segon, la falta
d’una activitat correctora de 1’enzim transcriptasa inversa dels vi-
rus ARN com el VIH-1, a diferéncia de com succeeix en el cas de
les ADN-polimerases que preserven la composicio genctica dels
organismes d’ADN de doble cadena. Aixo es tradueix en un pro-
mig de ’aparicio d’una mutaci6 en el genoma viral en cada ronda
de replicacio [17]. Aquestes dues propietats fan que es seleccionin
una gran quantitat de variants virals o “quasiespecies™, les quals
poden acumular i seleccionar resisténcies a farmacs en preséncia
del tractament antiretroviral. Aquesta alta taxa de replicaci6 i bai-
Xa activitat correctora fa que apareguin variants virals resistents
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als inhibidors de la transcriptasa inversa i la protcasa en pacients
que mati han tingut un tractament antiretroviral [18-21]. EI VIH-1
també ¢és capag de desenvolupar resisténcia al nou farmac T-20, de
forma que ¢s possible seleccionar virus resistents amb una marcada
reduccid en la susceptibilitat enfront d’aquest farmac.

Les mutacions s’han classificat en primaries i secundaries. Les
mutacions primaries apareixen generalment en les etapes inicials
del tractament antiretroviral i son les responsables de 1"aparicio de
les resistencies als farmacs. Les mutacions secundaries o compen-
satories apareixen després de les primaries i, encara que no solen
tenir un efecte en el nivell de resisténcia als farmacs, si que millo-
ren la capacitat replicativa del virus quan cs presenten juntament
amb les anteriors. L aparicio de les mutacions es correlaciona amb
un major nivell de fracas durant el tractament terapeutic [21,22].
Entre les substitucions secundaries més freqlients es troba un canvi
de leucina a prolina en la posicid 63 (L63P) en el gen de la proteasa
del VIH-1, que pot ocorrer en més del 50% dels individus afectats
en absencia de tractament antiretroviral [19]. Estudis en diferents
laboratoris han demostrat que el canvi L63P contribueix a millorar
la capacitat replicativa del VIH-1 tant en preséncia [23], com en
abséncia de farmacs antiretrovirals [24, 25].

Existeixen dos metodes per a la deteccié en el laboratori de
resistencies virals: 1) els metodes genotipics, que analitzen les
mutacions que confereixen resisténcia mitjangant la seqiienciacio
del genoma viral i, ii) cls metodes fenotipics, que analitzen fun-
cionalment la sensibilitat o resisténcia de les variants virals als
farmacs antiretrovirals. La informacio derivada d’ambdés méto-
des té un gran benefici per al pacient al poder modular la resposta
virologica sobre la base del tractament seleccionat [26].

Proteines cel'lulars com a dianes terapéutiques enfront del
VIH-1

Els estudis realitzats sobre el cicle biologic del VIH-1 han
permes la identificacid i caracteritzacio dels gens i proteines del



virus i amb aixo la possibilitat d’utilitzar-los com a dianes tgra-
peéutiques per a frenar I’avang de la SIDA: Cada etapa de! cicle
biologic del virus pot ser potencialment utllltgada per al dulsseny
de nous farmacs i terapies (Figura 3), com aixi ha succelt. amb
la inhibicio de les funcions dels enzims proteasa 1 transcrlptasa
inversa. Experiments de terapia génica per a inhibir la fgncm’ de
diverses proteines virals han estat també utilitzats experimental-
ment, perd els assajos a escala clinica es troben molt poc avangats

[27].
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Figura 3. Etapes del cicle biologic del VIH-1 que son o poden ser b]oqu'eja.de.s
farmacologicament. Tres de les etapes del cicle replicatiu del virus sén mhlbl—
des en 1’actualjtat amb farmacs antiretrovirals: la unio del virus a la cel-lulaila
inhibici6 dels enzims virals transcriptasa inversa i proteasa. Les altres etapes
del cicle biologic del virus son potencials dianes d’intervencio terapéutica.

Una aproximaci alternativa per al disseny de noves rutes te-
rapéutiques ¢s utilitzar la interacci6 virus-cel-lula per a desenvo-
lupar nous farmacs contra la SIDA. La presencia de factors cel-
lulars que sén essencials en nombroses etapes del cicle biologic
del virus justifica aquesta aproximacio i les proteines cellulars, al
ser la seva base genética d’ADN, son menys variables que el Vi-
rus i per tant menys capaces de desenvolupar resisténcies enfront
del medicament utilitzat.
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L’estudi de les proteines reguladores del VIH-1 ha permes
congixer en profunditat nous i complexos mecanismes de regu-
lacioé de I’expressid genica. Perd encara queda molt per conéi-
xer. El descobriment de la interaccio de la proteina viral Tat amb
I’ARN TAR va obrir el cami per a dilucidar el seu mecanisme
d’accid 1 va confirmar el paper essencial i determinant de factors
cel-lulars en I"activacio de la transcripcio del VIH-1 . Per aixo, i
donada la gran importancia d’aquesta interaccio en I’activacio de
la transcripcio del VIH-1, diversos intents de terapia geénica per
a interferir la unid Tat/TAR han estat desenvolupats. Entre ells,
I’expressio de ribozimes, 1’Us d’oligonucleotids anti-sentit, la im-
munitzacio intracel-lular i altres aproximacions, han estat objecte
d’investigacio per a bloquejar I’accié de Tat [27].

Quanta més informacié anem acumulant, més properes i pos-
sibles es fan les possibilitats d’interferir les interaccions entre Tat
i factors cel-lulars 1 interrompre aixi I’activacid genica del VIH-1
i la replicacio viral. El treball en el nostre laboratori persegueix
coneixer en profunditat les bases moleculars de I'activacid dels
gens del VIH-1 per Tat 1 conéixer els factors cel-lulars que es tro-
ben implicats. El coneixement que es generi durant el transcurs
d’aquestes investigacions podra permetre el desenvolupament de
noves estrategies terapeutiques que tendeixin a bloquejar aquesta
etapa critica en el cicle replicatiu del VIH-1.

CA150, un cofactor de Tat que regula el promotor del VIH-1

Com s’ha esmentat anteriorment, I’activacid dels gens del
VIH-1 per la proteina viral Tat requereix de la preséncia de factors
cel-lulars que no son els de tipus bassal involucrats en la transcrip-
cid general, sino especifics de transcripcio de determinats gens.
Un d’ells, el factor de transcripcio CA150, va ser afllat pel nos-
tre grup d’investigacido mitjancant cromatografia d’afinitat amb
Tat [8]. La sequiencia d’aminoacids de CA150 conté interessants
dominis 1 motius que es troben en altres proteines que regulen
processos transcripcionals (Figura 4). Primer, la regio que com-
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pren els aminoacids 12 a 112 conté 48 residus de prolina; nrloltes
d’aquestes prolines es troben seguidesn en grups (.iC tres o mes, pel
que aquesta regio se I’ha anomenat rica en poliprolines. Segon,
es troben tres dominis anomenats WWP/WW, que es ereu que
regulen interaccions proteina-proteina. Terce?, CA15O .conte una
extensa repeticio de dos aminoacids, glutamina 1 .a,lanma, Qe 76
residus en longitud (QA). Quart, adjacent a la regio QA‘; existeix
una zona rica en serina, treonina i prolina (STP). Cinque, una re-
gi6 de 60 residus en longitud amb aminoacids altamept carregats
(KE). Sise, un senyal de localitzacio nuclear (NLS) 1, proper, un
lloc de fosforilacio per la casein kinasa [1 (S/T-X-X-D/E). Sete, sis
repeticions en I’extrem carboxi-terminal de lz} prote'fng de mot}tls
anomenats FF, d’interaccio amb proteines, 1 un motiu “leucme’
zipper” en els ultims residus de CA150 . Finalment, CAISO Cf)nte?
seqiiencies PEST que tenen a veure amb la degradacio proteica 1
reciclatge de les mateixes.

CA150 sembla exercir el seu efecte funcional sobre el pro-
motor del VIH-1, ja que la sobreexpressio de CA150 en cél‘lgles
produeix una drastica inhibicio en I’activitat del promotor‘\rllral,
tant en preséncia com en absencia de Tat [8]. La repressm’del
promotor del VIH-1 és especifica, ja que CA150 no afecta ac-
tivitat transcripcional d’altres promotors virals [28]. La repressio
mitjangada per CA150 depén de la caixa TATA del p.romptor del
VIH-1 i aquesta inhibicio es produeix per una disminucio de la
capacitat d'elongacio dels complexos transcripcionals [28].. Amb-
dos fenomens, la dependéncia de la caixa TATA 1 la inhibicid de
I’elongacid, es produeixen també en ’activacid dels gens del
VIH-1 per la proteina Tat, la qual cosa indica un paral-lelisme
funcional entre ambdos factors.

Lefecte. a nivell de I'elongacié transcripcional, de CA150
probablement estigui intervingut pel complex format per ?’ARN-
PIl i factors associats. De fet, s’ha demostrat una interaccio entre
CA150 i "ARNPII en el seu estat fosforilat [29], que és la forma de
la ARNPII que intervé cn I’etapa de I’clongacio. Aquests i altres es-
tudis [30] suggereixen que ¢l promotor del VIH-1 t¢ dues activitan
funcionals diferents. Una d’elles és independent de la seqtiencia
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Figura 4: Motius 1 dominis en la proteina CA150 humana (h), murina (m) i en
Caenorhabditis elegans (ce).

TATA i de Tat, i genera una transcripcio abortiva, i I’altra és depen-
dent de la caixa TATA i de Tat i genera una transcripcio processi-
va. En relacio a aixo, el nostre grup ha mostrat que els complexos
transcripcionals processius son també dependents del coactivador
CA150 [28], 1 que CA150 s’associa de manera estable al complex
macromolecular anomenat holoenzim, que t€ un paper rellevant en
la transcripcid processiva [8]. Aquestes dades apunten a la forma-
ci6 de diferents complexos transcripcionals sobre el promotor del
VIH-1, la composicio proteica del qual dictara les etapes de la ini-
ciacio 1 elongacid durant Iactivacié transcripcional dels gens del
VIH-1. Una linia d"investigacio prioritaria en el nostre laboratori és
Pestudi 1 disseccio dels complexos transcripcionals que regulen el
promotor del VIH-1 durant I’inici i transcurs de la transcripcio.

A causa del seu paper en la regulacio de la transcripcio dels
gens del VIH-1, és de gran importancia dilucidar ¢l mecanisme
d’accié de CA 1501 la seva contribucio a la regulacio cel-lular. Un
dels objectius d’aquesta investigacio ¢s el de determinar el possi-
ble us de CA150 com futura diana terapéutica per a detenir la re-
plicacio viral i amb aixo trenar el desenvolupament de la SIDA.
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Virogenomica

Tendim a pensar en la revolucio genomica com l’.estudi inici-
alment anatomic 1 després funciona.l dels gens de dlsgnts (.)rga’r;;s-
mes. En aquest terreny, I’esfor¢ a n{v?l'l dp la comymtat c1ent1t.tc‘:a
mundial és tan important que €s d1f1c11“1nnovar 1 ser ?O-n'qul iu
en camps en |’estudi dels quals molts paisos tenen tl‘adIClO. 1’ \ ucr]l
un avantatge considerable {31, 32]. Ex1stc?1x, no Obstantj.lgo, ur
territori apassionant i poc explorat que €s el d? la m%ll cgm:
de I’expressio del nostre genoma per microorganismes. Z_wru’,
parasits obligats que requereixen'de la. nos,tra maquinaria 1??u1;
mica per a realitzar el seu cicle blol(‘?glc, s6n un model excel-len
per a analitzar i comprendre la modificacio del ‘nostre propi pro-
grama genetic. L’as de “microarrays”.ha Qpermes 'd’emoitrar qge
la infeccid per Citomegalovirus indueix I'expressid de ‘758 m -
NAs cel-lulars, especialment d aquells gens re'gulats per interferd
[33], un fenomen també observat en 1.a infecci6 per altres ?{erpesf
virus [34]. Altre exemple és el del virus del Sarcoma de g?051
(KHSV) que indueix el receptor per al stem' cell grrov.vth :fact'c.)r
c-kit, el bloqueig del qual reverteix els canvis fen(?tlplcs induits
pel KHSV [35]. També en la infeccio per VIH-1 s’ha fienj’ostrat
en treballs preliminars la inducci6 de factors de transgrlpc%(’) [36]
i activacio de gens implicats en processos de senyalitzacid i re-
gulacio de I’expressio de proteines [37].. . ’ ’

Es possible que la induccid pel propi virus 'd alg.m}s d aquest.s
factors sigui essencial per al seu cicle replicatiu. Aixo és especi-
alment cert per als virus “petits”, com per exemple el VIH-1 que
codifica per menys de deu proteines, que nec§551tep for’gosament de
factors cellulars per a realitzar el seu cicle biologic. D’altra banda,
des del punt de vista de la investigacio en Salut, aquest.abord'fltge
experimental per a la identificacio de proteines cel‘lular"s importants
per a una infeccio és especialment rellevant per als virus Causant.s
de les grans pandémies. El VIH-1, paradigma de les noves r.nalalt‘l—
¢s emergents, compleix aquests requisits, pel que I’estudi 51st¢?1na—
tic de la modificacio de ’expressio génica induida pel‘ V!H-l té una
especial importancia per a definir noves dianes terapéutiques.
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Descobriment de nous antivirals mitjancant técniques geno-
miques

El coneixement del mapa genetic huma obre Ia possibilitat de
dibuixar per primera vegada cl conjunt de diancs farmacologiques
que permetran el disseny de nous farmacs. Totes les arees de la
patologia es beneficiaran de les noves estrategies de la farmaco-
genomica i la genomica funcional. E] cancer i les malalties neu-
rodegeneratives son objecte avui en dia d’intensa investigacio,
perd les malalties produides per virus, aparentment allunyades
d’aquesta estratégia, son tambg objectius potencials per al des-
cobriment de noves rutes d’intervencié terapeutica. Tradicional-
ment les dianes antivirals son proteines del propi virus, no obstant
aix0, el nombre potencial de dianes virals és molt limitat, especi-
alment en els virus “petits” com el VIH-] . Com ja hem esmentat,
una estratégia alternativa pot ser inhibir la funcio de proteines de
I"hostatjador que sén necessaries per al cicle replicatiu del virus,
El desafiament per a obtenir antivirals mitjancant aquesta estra-
tégia és doble: d’una banda han de caracteritzar-se les proteines i
vies de transduccid cel-lulars necessaries per a la replicacié viral,
I per una altra s’han de rebutjar aquelles on el seu bloqueig repre-
senti una toxicitat important per a la vida de la c¢l-lula. L’objectiu
de I'aplicacié de les técniques genomiques a la patologia viral és
el de descobrir quins gens cel-lulars sén induits o reprimits en el

transcurs de la infeccid viral I, posteriorment, analitzar i definir la
importancia del producte d’aquests gens per a la realitzacig del

cicle viral amb la fi de dissenyar compostos enfront d’aquestes
noves dianes.

Aplicacié de la genomica a 'estudi de Ia infeccié pel VIH-1:
analisi global de Pexpressio génica cel-lular per SAGE

La majoria dels estudis realitzats que tracten la patogénia de
la infeccid pel VIH-1 s'han dirigit a un limitat nombre de parame-

tres biologics, encara que el fenomen estudiat afecta globalment
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al funcionament cel-lular. Pera una millor comprensio dels esde-
veniments cel-lulars i patologics causats pel VIH-1 €s necessart
comparar diferencialment patrons d’expressio genica cellular a
gran escala. El plantejament parcial realitzat fins el moment ve
donat en gran mesura per les limitacions de les técniques d’anali-
si. Les noves estratégies i tecnologies aportades per la genomica
funcional i protedomica permeten plantejar aquest problema amb
noves eines 1 perspectives. En concret, recents avengos tecnolo-
gics han donat lloc a una serie de métodes per a ’estudi global

de I’expressio genica en cel-lules. Métodes com serial analysis of

gene expresion (SAGL), Suppression substractive hybridization
(SSH), microarrays, oligonucleotide xips, etc.. estan sent utilit-
zats massivament per a identificar gens diferencialment expres-
sats en dues poblacions o estats cel-lulars.

SAGE [38] és una teenica que aprofita la tecnologia de la se-
qiienciacié d’ADN en massa per a obtenir un perfil quantitatiu de
["expressid geénica cellular. SAGE presenta tres avantatges fona-
mentals: primer, permet 1’analisi de tots els gens expressats en la
cel-lula; segon, no només identifica el gen siné que quantifica el
corresponent transcrit d’una forma sistematica; 1 tercer, SAQE
no requereix del coneixement previ de la seqiiencia dels gens. Es
per aixo que la téenica SAGE esta sent utilitzada avui en dia per a
1’analisi de nombrosos i variats processos cel-lulars [39-41] (per
a una completa revisio de SAGE dirigir-se a I’adreca: http://www.
sagenet.org/home/References.htm).

La tecnica SAGE identifica els gens aillant seqiiencies molt
curtes d’ADN (els anomenats tags, de 10-11 parells de bases)
corresponents als transcrits d’ARN. L'Gs de tecniques d’ampli-
ficacio d’ADN (PCR, polymerase chain rcaction) permet obtenir
una gran quantitat d’aquestes seqiiencies d’una forma especifica.
Combinant 25-50 de les seqiiéncies dels tags en una sola mo-
lecula de plasmid permet la seva rapida seqiienciacio en un sol
canal d’un seqiienciador automatic d”’ADN, permetent un nivell
d’eficacia molt elevat. S’ estima que la seqiienciacio d’unes 2.000
mostres d’ADN son suficients per a obtenir la representacio de
tots els transcrits cel-lulars.

Com tota técnica genomica, SAGE necessita d’instruments
bioinformatics per a emmagatzemar i analitzar la gran quantitat
de dades generades. En concret es necessita: i) extreure 1 tabu-
lar les seqiiencies especifiques dels tags del total seqiienciat, it)
comparar les seqiiéncies especifiques dins d’un mateix projecte
i, iii) comparar aquestes seqiiencies amb les emmagatzemades en
bancs de dades de gens. En 1'actualitat es pot disposar d’aquests
programes a Internet (http://www.sagenet.org/).

La possibilitat de poder disposar en ’actualitat de grans equips
de seqiienciacio d’ADN de tipus capil-lar possibilita la seqlien-
ciaci6 de I’elevat nombre de mostres derivat de I’aplicacio de la
técnica SAGE. Aixi, el Servei de Seqiienciacié d’ADN del Centre
Nacional de Biotecnologia (CNB), del qual aquest nou Académic
és el coordinador i responsable cientific, disposa d’un laboratori
equipat amb un nou instrument de seqiienciacio automaticad’ADN

Serial analysis of Gene Expression (SAGE)

Una seqiiencia de 10-11 parells de
bases (tags) d’un transcrit conté
tota la informacié per identificar ¢l
gen que es codifica

Aillar els tags

Unir els rags en un mateix vector

v
.n Segiienciar els tags

Quantificar els tags 1 determinar
els perfils d’expressio genica

Expresicon level

Gene Product Gene Product

Figura 5: Esquema de la técnica genomica SAGE.
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per electroforesi capil-lar i analisi de fragments (ABI PRISM
3700). L'instrument €s capag d’analitzar de forma automz‘ltlca i
continua (24 hores sense la intervencio de I’operador) la carrega
de mostres, electroforesi i analisi de dades. El sistema i el ‘se'u
programari possibilita I’analisi de 96 mostres de forma sm].ultar.na
en un temps maxim de 4 hores amb un percentatge d’error mferlor
al 1.5% en cada 400 bases. Aquest equip fa possible Iestudi dels
canvis globals en 'expressié genica cel lular mesurats per la tec-
nica SAGE. El Servei de Seqiienciacio d’ADN forma part del nu-
cli basic d’un entorn d’infraestructures estrategiques en genomica,
protedmica i bioinformatica estructural que s’esta desenvolupan‘F
en el CNB. Aquest entorn possibilita I'accés a I’ajuda genomica i
bioinformatica que grans i ambiciosos projectes, com el desenvo-
lupament de la técnica genomica SAGE, puguin requerir.. ‘

En el nostre laboratori s’esta posant a punt la tecnica geno-
mica SAGE per a analitzar de forma global els canvis produits
en |’expressio génica cel-lular deguts a la proteina Tat del VIH-1.
Els canvis induits en I"expressié génica cel-lular per la proteina
viral Tat contribuira a entendre el paper que diferents proteines
cel-lulars poden jugar, ailladament o en cooperacié amb factors
virals, en els mecanismes de la replicacio i patogenicitat del virus.
Aquests coneixements permetran dissenyar nous farmacs i estra-
tégies terapéutiques enfront de la infeccio pel VIH-1.

Farmacogenética i farmacogenomica en la infeccio pel VIH-1

La intensa investigaci6 realitzada en la transmissio del VIH-
| i la progressio a la SIDA utilitzant grans grups de pacients ha
demostrat la importancia de la genética de I’individu en la pa-
togenicitat del virus i en la resposta als farmacs antiretrovirals.
Encara que molt menys investigat, la variacié génica del patogen,
en aquest cas el VIH-1, també és un element que altera la pato-
genicitat i la resposta al tractament antiretroviral. A continuacio
es revisen les implicacions de cadascun d’aquests factors en la
infeccio produida pel VIH-1.
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Influéncia de la variacio genctica de I'individu en la infeccio pel
VIH-1

Durant el transcurs de la pandémia causada pel VIH-1 s’ha
vist que individus amb un nivell semblant d’exposicio al virus
mostren, no obstant aixo, un grau d’infeccid diferent. Aixi ma-
teix, individus infectats pel VIH-1 progressen a la SIDA de forma
diferent. Finalment, diferents pacients amb els mateixos simpto-
mes (infecci6 pel VIH-1) responen de forma diferent als mateixos
medicaments (antiretrovirals). Variacions en determinats gens de
"individu hoste, també anomenats polimorfismes, son responsa-
bles d’aquesta heterogeneitat en la resposta a la infeccid viral i al
tractament antiretroviral. Els gens que alteren la patogenicitat del
VIH-1 son 1) els que codifiquen pels correceptors virals i, ii) els
que regulen la resposta immune de I’individu. Els gens afectats
que regulen la resposta als farmacs antiretrovirals son i) els im-
plicats en el biometabolisme dels farmacs i, ii) els implicats en el
transport i distribucio dels mateixos.

Com ja s’ha explicat amb anterioritat, I’entrada del VIH-1 a
la cél'lula infectada requereix del receptor de limfocits T CD4
i la presencia de, almenys, un receptor de quimiocines que ac-
tua com a coreceptor. Els coreceptors més importants del VIH-1
son els anomenats CCRS i CXCR4 . Diferents polimorfismes en
CCR3 alteren la capacitat d’infeccid del virus i/o la progressio a
la SIDA. El polimorfisme més important detectat €s una delacio
de 32 parells de bases en la regid 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 cél-lula i per tant la
infeccid. La presencia de CCR5A32 en determinades poblacions
d’individus caucasics explica I’elevada resisténcia a la infeccio
pel VIH-1, fins i tot en situacions d’elevat risc d’infeccio [42,43].
La preséncia de CCR5A32 en heterozigosi no prevé la infeccio
perd provoca una progressio a la SIDA més lenta del normal.
L’absencia d’un fenotip patologic en individus en homozigosi per
a CCR5A32 1 la potent activitat in vitro i ex vivo de molécules
que bloquegen CCRS fan d’aquest coreceptor un candidat ideal



per a una futura intervencio farmacologica. El segon coreceptor
viral, CXCR4, no presenta polimorfismes implicats en la infeccio
pel VIH-1 i/o progressio a la SIDA, sent un gen que admet molta
menor variacio que CCRS, suggerint un paper més critic en la
cel-lula que I'anterior. Existeixen altres receptors de quimiocines
que han estat implicats en I’entrada del VIH-1 a la cel-lula pero
el seu paper in vivo no s’ha comprovat amb claredat. Pacients
infectats pel VIH-1 que presenten en homozigosi polimorfismes
que afecten a dos aminoacids en el correceptor CX, .1 (CX,  1-
1249M280) progressen a la SIDA amb major rapidesa que indivi-
dus infectats sense aquells polimorfismes [44].

La preséncia de polimorfismes en gens implicats en els me-
canismes d’immunitat de 1’individu sén una altra font important
de variacid en la resposta a la infeccio pel VIH-1 . Totes les es-
pecies de mamifers tenen un grup de gens estretament lligats i
molt polimorfics, que van ser descoberts per la seva implicacio
en el rebuig o acceptacio de trasplantaments o empelts de teixits
o organs; d’aqui deriva el seu nom de Complexe Principal d’His-
tocompatibilitat (MHC, de !’anglés Major Histocompatibility
Complex). Les molecules codificades pel MHC intervenen d’una
manera central en el desenvolupament de les respostes immunes
especifiques, tant la humoral com la cel-lular. El MHC és un con-
Jjunt de gens alineats en una regi gran i continua del genoma (uns
4 milions de parells de bases, un 0.8% del genoma) que en I'es-
pecie humana se situa en el cromosoma 6, i es coneix com regio
HLA. Determinades combinacions all¢licas dels gens del HLA
s’han relacionat amb una major resisténcia a la infeccio pel VIH-
1. Per exemple, en una poblacié d’individus infectats pel VIH-|
pero en que els nivells en sang han estat indetectables durant més
de deu anys, el 28-40% tenien una particular combinacié de gens
del HLA que suggereix que els protegeix de la malaltia [45].

Polimorfismes genétics de factors que intervenen en el meta-
bolisme i transport de farmacs, aixi com en les seves dianes (per
exemple, receptors), tenen una gran influéncia en 1’eficacia i toxi-
citat dels farmacs antiretrovirals. D’aquesta manera, les concen-
tracions actives dels farmacs depencn del metabolisme i transport
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dels mateixos, que al seu torn esta condicionat per la variacio dels
gens responsables. S’han detectat polimorfismes que condicionen
I'efecte del tractament antiretroviral en el gen del citocrom P45()
(CYP450), principal responsable del biometabolisme dels far-
macs antiretrovirals, i en el gen de la glicoproteina P, relacionat
amb el transport i distribucio dels farmacs [46, 47].

Influéncia de la variacié en gens del VIH-1 en la infeccié viral

Polimorfismes en gens del VIH-1 sén una altra font molt im-
portant de variacié génica que condiciona la infeccid 1 el tracta-
ment antiretroviral. Polimorfismes en els gens de la transcriptasa
Inversa i la proteasa viral canvien la capacitat replicativa del VIH-
I tant en preséncia [23] com en absencia [24, 25] del farmac anti-
.retroviral. Congixer aquests canvis génics en el virus (genotipat)
i el seu efecte en la capacitat replicativa del virus (fenotipat) és
important per al disseny d’una terapia optima 1 per a una futura
terapia individualitzada per a tractar la SIDA.

El coneixement que es pot generar de I"estudi de la variacié
genica en gens de ’individu infectat (MHC, CCRS, CYP450, gli-
coproteina P,...) aixi com en gens del VIH-1 (transcriptasa inver-
sa, proteasa, GP41,...) pot conduir a un futur diagnostic molecu-
lar per al tractament personalitzat de la SIDA.

Comentaris finals

‘ L"aparici(') de la SIDA fa més de 20 anys ha suposat una pan-
démia a nivell mundial de conseqliencies encara imprevisibles.
Encara que durant aquest temps s ha enfortit el compromis poli-
tic, els fons van en augment, els programes de tractament estan
millorant per a adaptar-se a les necessitats, i els esforgos de pre-
vencio s’estan ampliant, tot aixd no és suficient. De la mateixa
manera, la investigacié que a nivell basic ha estat desenvolupant-
$¢ en nombrosos laboratoris sobre Ja biologia molecular de] VIH-
L, i que ha contribuit d’una forma important a la millora dels pa-
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cients infectats i esta sent essencial per al desenvolupament d’una
vacuna eficag enfront del virus, segueix sent insuficient. Al costat
d’un major compromis politic que redundi en un increment en Ja
investigacio sobre el VIH-1, hem de millorar també els aspect§§
educatius i culturals per a eliminar ’estigma i la discrimmacu?
que bloquegen els esforgos per a controlar I"epidémia mundial 1
creen un clima ideal per a la seva expansio.
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