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a Síndrome de la Immunodeficiència Adquirida (Sida) fou descrita per primer cop 

en pacients homosexuals als Estats Units l’any 1981 [1, 2]. No va ser fins dos anys 

més tard, al 1983, quan es va descobrir l’agent causant de la sida, el virus de la 

immunodeficiència humana de tipus 1 (VIH-1) [3-5]. Uns anys més tard, al 1986, es va 

descobrir una variant del virus en pacients amb sida de l’Àfrica Occidental, el VIH-2, que 

també produeix la malaltia, tot i que és molt minoritari ja que presenta unes característiques 

patogèniques més atenuades [6, 7]. 

 

 Mentre que inicialment la infecció per VIH-1 fou limitada, s’ha anat expandint 

estrepitosament durant aquests últims 25 anys, convertint-se en la pitjor epidèmia del segle 

XX. Amb 60 milions d’infeccions i més de 25 milions de morts, l’epidèmia de la sida es troba 

al mateix nivell que la pandèmia de grip de principis de segle XX i la de pesta bubònica del 

segle XIV [8]. 

 

 Tot i que la sida és una malaltia relativament nova, s’han produït en poc temps 

avanços molt importants en el coneixement del virus que la produeix i de la seva 

immunopatogènia. Aquest fet ha permès que s’hagin  pogut desenvolupar diferents fàrmacs 

efectius contra el VIH que poden controlar l’evolució clínica de la infecció, fins al punt que 

s’ha arribat a considerar la sida com una malaltia crònica. Desgraciadament, això no ocorre 

en totes les regions del món, sinó només en els països amb accés al tractament. De fet, les 

dades publicades per la OMS segueixen sent esfereïdores actualment: a finals de l’any 

2009, el nombre de persones infectades per VIH en el món era de 33.3 milions, 22.5 dels 

quals es localitzaven en països de l’Àfrica subsahariana (Figura 1). 
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 A més, durant l’any 2009 es van estimar un total de 2.6 milions de noves infeccions 

per VIH i 1.8 milions de morts per sida en tot el món, on més de la meitat dels casos es van 

donar a l’Àfrica subsahariana (dades publicades per la OMS al novembre de 2010, 

http://www.unaids.org). 

 

Aquestes dades consciencien que tot i els grans avenços produïts en el camp del 

VIH-SIDA des dels seus inicis, fa més de dues dècades, cal invertir més esforços per frenar 

aquesta pandèmia arreu del món. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  Figura 1 Distribució del número d’infeccions per VIH en el món l’any 2009 (modificada de http://www.unaids.org).
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1. CLASSIFICACIÓ I ORIGEN DEL VIRUS DE LA IMMUNODEFICIÈNCIA HUMANA 

 

1.1 CLASSIFICACIÓ TAXONÒMICA DEL VIH 

 

El VIH és un virus que pertany la família Retroviridae. Els retrovirus són 

virus ARN que copien la seva informació genètica a ADN de doble cadena per 

poder integrar-se en el genoma de la cèl·lula que infecten. D’aquesta manera, 

mitjançant la maquinària cel·lular, es transcriuen les proteïnes virals que 

originaran una nova progènie vírica. 

 

Tots els retrovirus tenen una organització genètica similar, presentant 3 

gens estructurals anomenats gag, pol i env (que codifiquen per les proteïnes 

estructurals i els enzims necessaris per la replicació viral). A més, el genoma 

dels retrovirus, i per tant el del VIH, es troba flanquejat per unes seqüències 

repetitives (LTR, long terminal repeats) quan es troba de forma d’ADN integrat 

en el genoma de la cèl·lula hoste. 

 

El VIH és un retrovirus del gènere Lentivirus, anomenat així perquè un dels 

seus trets característics és produir infeccions lentes, latents. El VIH, però, es 

considera un lentivirus atípic: la diana principal del virus són els limfòcits T 

CD4, i és precisament aquest limfotropisme el que representa una diferència 

important respecte altres lentivirus. A més, replica amb una cinètica molt 

agressiva en aquest tipus cel·lular induint una profunda immunosupressió a 

l’individu infectat degut tant a la destrucció limfocitària com a la interferència 

amb els mecanismes d’activació immune, fet que diferencia el VIH sobre la 

resta de lentivirus. 
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1.2 SUBTIPUS DEL VIH 

 

La variabilitat del VIH suposa un repte per a la seva classificació, no 

obstant, mitjançant seqüències completes de diferents aïllats s’ha arribat a 

construir una classificació consensuada [9]. Els aïllats de VIH-1 es classifiquen 

en tres grups: Grup M (majoritari), grup O (outlier o marginal) i grup N (no-M, 

no-O). 

 

El grup M és el majoritari en la pandèmia de sida i es divideix en 9 subtipus 

filogenètics (A, B, C, D, F, G,H, J, K) i diferents sub-subtipus (A1, A2 i F1, F2). 

El subtipus B és el més comú a Europa Occidental i als Estats Units, mentre 

que els subtipus no-B predominen als països en vies de desenvolupament, 

sent el subtipus C  el causant de més de la meitat de les infeccions que tenen 

lloc en el món (Figura 2). 

 

S’han descrit, a més, virus híbrids intersubtipus, de dos o més subtipus, 

denominats formes recombinants circulants (FRC) i formes recombinants 

úniques (FRU). Les FRCs es distribueixen en la població i es transmeten, 

mentre que les FRUs s’han detectat en només un individu o en alguns individus 

relacionats epidemiològicament.  

 

El grup O és minoritari i s’han descrit varis centenars de casos quasi tots a 

Camerun; del grup N, que és molt minoritari, se n’han descrit molt pocs casos 

tots a Camerun [10]. 
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El VIH-2, tot i ser minoritari i presentar una distribució menor, té descrits 

diferents subtipus, tot i que només dos d’ells, l’A i el B s’han estès de forma 

epidèmica a l’Àfrica Occidental [11, 12]. 

 

 

1.3 ORIGEN DEL VIH 

 

Els dos retrovirus que causen sida, el VIH-1 i el VIH-2, tenen origens 

zoonòtics diferents. Mitjançant anàlisis filogenètiques, s’ha determinat que el 

VIH-1 deriva de virus aïllats de ximpanzés (Pan troglodytes). S’ha demostrat 

que aquest virus prové del virus VIScpz (virus de la immunodeficiència de simis 

en ximpanzé), i que aquest ha passat a la població humana en tres ocasions 

diferents [13], donant lloc als tres grups diferents de VIH-1, M, N i O (Figura 3). 
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Figura 2 Distribució geogràfica dels diferents subtipus de VIH-1 i FRCs en les diferents àrees del món . Modificat 

de [10].  
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El VIH-2 és menys virulent i es troba estès principalment a l’Àfrica 

Occidental, encara que també a Portugal, Angola, Moçambic i Índia.  Els micos 

de cara ensutjada o sooty mangabeis (Cercocebus atys) estan àmpliament 

infectats per VISsm (virus de la immunodeficiència de simis en sooty 

mangabeis) en estat de vida salvatge i són el reservori de VIH-2, tal com s’ha 

demostrat mitjançant anàlisis filogenètiques de diferents lentivirus. Aquestes 

anàlisis mostren l’existència de diferents grups de VIH-2 que deriven de 

diferents introduccions en l’home a partir de sooty mangabeis [11]. De tots 

aquests grups, només dos, l’A i el B, s’han estès de forma epidèmica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Figura 3 Arbre filogenètic construït a 

partir de seqüències completes de 

diferents aïllats de VIH-1 i de SIV de Pan 

troglodytes troglodytes i Pan troglodytes 

schweinfurthii  [10]. 
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2. CARACTERÍSTIQUES DEL VIRUS DE LA IMMUNODEFICIÈNCIA HUMANA 

TIPUS 1. 

 

2.1 MORFOLOGIA DEL VIH-1 

 

El VIH-1 és una partícula esfèrica d’uns 100 nm de diàmetre. Aquesta 

forma ve determinada per tres estructures superposades: una bicapa lipídica 

externa, una matriu esfèrica i una càpsida troncocònica que conté el genoma 

viral en forma d’ARN. 

 

La membrana externa (o envolta) deriva de membrana cel·lular de la 

cèl·lula hoste i conté les proteïnes de l’envolta viral, codificades pel gen env 

(gp120 i gp41). Aquesta envolta consta d’aproximadament 72 complexes 

glicoproteics, cadascun d’ells formats per trímers de les glicoproteïnes gp120 i 

gp41. La glicoproteïna gp120 és la subunitat de superfície i es troba ancorada a 

la membrana per la subunitat transmembrana gp41. A més, la subunitat gp120 

presenta un domini d’unió al receptor cel·lular CD4. L’envolta viral també 

presenta proteïnes cel·lulars, tals com antígens del complex major 

d’histocompatibilitat (MHC o HLA), actina i ubiquitina [14]. 

 

Just per sota l’envolta viral, el virió conté una segona capa anomenada 

matriu, formada per aproximadament 2000 còpies de la proteïna viral p17, que 

prové del precursor p55 codificat en el gen gag. El mateix precursor dóna lloc 

també a la proteïna p24, la qual forma la càpsida a l’interior de la qual hi ha el 

genoma del virus. L’ARN viral es troba estabilitzat en forma de complex 

ribonucleoproteïc, juntament amb les nucleoproteïnes virals (procedents de 

l’escisió del precursor codificat pel gen gag). Aquest complex format per l’ARN 

viral i proteïnes s’anomena nucleocàpsida o nucleoid. A més, dins la càpsida es 
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troben també els enzims codificats pel virus: Proteasa (PR), la 

Retrotranscriptasa (RT) i la Integrasa (IN) i algunes de les proteïnes virals 

accessòries, tals com Nef, Vif i Vpr [15] (Figura 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2 ESTRUCTURA GENÈTICA DEL VIH-1 

 

El VIH-1, igual que tots els retrovirus, té dues formes genòmiques 

diferents. En la fase extracel·lular del cicle viral, el virus presenta dues còpies 

idèntiques d’ARN de cadena senzilla i polaritat positiva (forma denominada 

virió). En la fase intracel·lular, presenta una doble cadena d’ADN integrada dins 

el genoma cel·lular amb seqüències repetitives llargues (LTR, long terminal 

repeats) flanquejant els gens virals (forma denominada provirus). Són 

precisament aquestes LTR les que permeten la integració de l’ADN viral dins el 

genoma de la cèl·lula hoste i, a més, és on es localitzen els elements que 

inicien, dirigeixen i regulen l’expressió del genoma víric [16]. Ambdues formes 

genòmiques, intra i extracel·lular, presenten una longitud de 9.2 kilobases (kb) 

aproximadament [17]. 

 

Figura 4 Estructura del virió del VIH-1



      Introducció 
 

- 7 - 
 
 

Els gens que codifiquen per les proteïnes virals es divideixen en gens 

estructurals, reguladors i accessoris. Els gens estructurals són: el gen gag, que 

codifica principalment pels precursors de les proteïnes de la càpsida dels 

virions, el gen pol, que codifica pels precursors del enzims virals com la 

Proteasa (PR), la Retrotranscriptasa (RT), la RNasa H i la Integrasa (IN), i el 

gen env, que codifica pels precursors de les glicoproteïnes de l’envolta gp120 i 

gp41. Els gens reguladors essencials són el gen transactivador transcripcional 

(tat) i el gen regulador de la expressió viral (rev); ambdós gens codifiquen per 

petites proteïnes essencials per la replicació viral que no apareixen en el virió. 

Finalment els gens accessoris (vif, vpr, vpu i nef) no són essencials per a la 

replicació viral de cèl·lules en cultiu tissular, però in vivo condicionen la 

patogènia de la malaltia [18] (Taula 1, Figura 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 Organització del genoma de l’ADN proviral del VIH-1. 
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Gen Proteïnes estructurals 

gag p55 Precursora de p17, p24, p7, p6 i p1, totes elles internes en l’estructura del virió 

 p17 Proteïna miristilada de la matriu. Afavoreix l’ancoratge en la membrana i dirigeix el complex de 
preintegració cap al nucli. Interacciona amb Env. 

 p24 Proteïna de la càpsida. 

 p15 Precursora d’altres proteïnes menors de la Nucleocàpsida: p7, p6 i p1 

 p7 Proteïna de la nucleocàpsida. S’uneix a l’ARN viral. 

 p6 Proteïna rica en prolina que s’uneix a Vpr. Afavoreix la maduració del virus. 

 p1 i p2 Fragments molt curts de funció desconeguda que separen p6 i p7. 

pol p90 Precursora de l’enzim Proteasa (p10), retrotranscriptasa (p66, p51), RNasa H (p15) i Intregrasa 
(p31). 

 p10 Proteasa (PR). Processa la postraducció de proteïnes. 

 p66, p51 Dues subunitats de la Retrotranscriptasa (RT). Retrotranscriuen l’ARN viral. 

 p15 RNasa H, present en la subunitat p66 i no en la p51. 

 p31 Integrasa (IN). Catalitza l’integració de l’ADN viral de doble cadena. 

env gp160 Glucoproteïna precursora de gp120 i gp41. 

 gp120 Glucoproteïna de superfície. 

 gp41 Glucoproteïna transmembrana. 

  
 Proteïnes reguladores 

tat p14 Transactiva la transcripció de tots els ARNm del virus. 

rev p19 Transporta selectivament l’ARNm complet o processat parcialment  cap al citoplasma 
  
 Proteïnes accessòries 

nef p27 Augmenta la infectivitat del virió i té funció pleiotròpica, amb múltiples interaccions intracel·lulars. 
Regula a la baixa el receptor CD4 i els antigens d’histocompatibilitat MHC-I i II. 

vif p23 Proteïna associada en el VIH-1 a la infecciositat del virió. 

vpr p15 Para el cicle cel·lular en G2. Facilita l’entrada al nucli del complex de preintegració. 

vpu p16 Present només en el VIH-1. Augmenta l’alliberació dels virions de la cèl·lula infectada. Intervé en 
la degradació del CD4. 

vpx p15 Proteïna de 113 aminoàcids homòloga a Vpr en el VIH-2. Ajuda al complex de preintegració a 
entrar al nucli. 

 
Taula 1 Proteïnes estructurals, reguladores i accesòries del VIH-1 i 2. 
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 2.3 CICLE DE REPLICACIÓ DEL VIH-1 

 

 El cicle de replicació del VIH-1, així com el dels lentivirus de primats, es 

pot dividir, en grans trets, en dues fases: primerenca i tardana. La fase 

primerenca comença amb la unió del virus a la cèl·lula i continua amb la 

formació del provirus integrat en el genoma cel·lular.  La fase tardana comença, 

després d’un període de latència més o menys llarg, amb la transcripció de 

l’ARN viral a partir de l’ADN proviral i acaba amb l’alliberació dels virions de la 

cèl·lula (Figura 6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 Cicle de replicació del VIH-1 (imatge modificada de http://www.ggt-vih.org). 
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2.3.1 Fase primerenca 

 

L’entrada del virus a la cèl·lula és un procés seqüèncial que es produeix 

mitjançant la interacció amb diferents molècules situades a la membrana 

plasmàtica cel·lular. Les partícules virals infecten als limfòcits T CD4 mitjançant 

la unió amb dos tipus de receptors: un receptor específic i comú a totes les 

variants de VIH, la molècula CD4, i dos coreceptors, CCR5 i CXCR4, que 

formen part de la família dels receptors de quimiocines. L’ús d’un o altre 

coreceptor depèn de la seqüència de l’envolta viral, que condiciona la seva 

capacitat d’unió amb menor o major afinitat a un o altre o ambdós coreceptors. 

El descobriment dels correceptors va comportar una nova nomenclatura de les 

soques de VIH-1 basada en l’ús d’aquests correceptors. Els virions que utilitzen 

CCR5 com a coreceptor es denominen soques R5 i els que empren el 

coreceptor CXCR4 es denominen soques X4. També existeixen virions 

capaços d’emprar ambdós coreceptors indistintament, CCR5 i CXCR4, als 

quals se’ls denominen soques duals o R5/X4 [19]. 

 

La unió del VIH-1 a la cèl·lula ve mediada per la interacció de la subunitat 

superficial de la proteïna de l’envolta viral (gp120) i l’antigen CD4 cel·lular [20, 21]. 

La unió de gp120 amb CD4 causa un canvi conformacional a gp120 [22-24] que li 

permet la interacció amb els correceptors virals (CCR5 i/o CXCR4). 

 

Després de la interacció gp120/coreceptor es produeix un canvi 

conformacional en gp41 (subunitat transmembrana de la proteïna de l’envolta 

viral), concretament en un pèptid de fusió que presenta en el seu extrem 

amino-terminal, provocant la unió i fusió de la membrana del virió amb la 

membrana cel·lular [25]. 
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Després de produir-se la fusió de les membranes del virus i la cèl·lula, la 

nucleocàpsida viral és lliberada al citoplasma cel·lular on té lloc la síntesi de 

l’ADN viral per part de la RT. En primer lloc es sintetitza una cadena d’ADN a 

partir de l’ARN viral (activitat RDDP, de l'anglès RNA-dependent DNA 

polymerase), formant-se un híbrid ADN/ARN. Posteriorment l’ARN és degradat 

per la RNasa H i la RT sintetitza la cadena d’ADN complementària a la cadena 

anterior (activitat DDDP de l'anglès DNA-dependent DNA polymerase) [26, 27]. 

 

Un cop sintetitzada, la doble cadena d’ADN viral s’acobla a una sèrie de 

factors cel·lulars i virals formant el complex de pre-integració, que es transloca 

al nucli cel·lular, on es produeix l’integració de l’ADN viral amb el genoma de la 

cèl·lula hoste. Aquest procés és catalitzat per la integrasa viral (IN) [16, 28, 29]. 

L’integració en el genoma cel·lular no és totalment aleatòria, sinó que l’ADN 

viral s’insereix preferentment dins o a prop dels elements L1 o Alu [30]. 

 

Des d’aquesta situació el virus pot evolucionar de dues maneres: romandre 

a un nivell molt baix de replicació o bé experimentar una replicació massiva. La 

iniciació de la transcripció depèn de factors cel·lulars, on destaca el paper de la 

família de factors de transcripció Rel/NF-�B [31]. Aquests factors no es troben 

actius en els limfòcits T CD4 en repòs, i s’indueixen únicament en el curs dels 

processos d’activació immunològica. D’aquesta manera, la replicació del VIH-1 

depèn absolutament de l’activació dels limfòcits infectats [32]. La població latent 

donarà lloc a un reservori de la infecció en els limfòcits T CD4, sent 

inaccessibles a la resposta immunitària al no expressar productes virals en la 

seva membrana. 
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2.3.2 Fase tardana 

 

Després del període de latència, la síntesi de l’ARN viral es produeix a 

partir de l’ADN proviral en el nucli cel·lular. Posteriorment, aquest ARN viral és 

transportat al citoplasma, on té lloc l’expressió dels gens virals. 

 

L’expressió té lloc en dues fases: en una fase primerenca es produeix la 

síntesi de les proteïnes reguladores, que no s’inclouran dins els virions (Tat i 

Rev) i en una fase tardana es sintetitzen les proteïnes estructurals i 

enzimàtiques que s’incorporaran als virions (Gag, Pol i Env) així com les 

proteïnes accessòries (Vif, Vpu i Nef). 

 

La transcripció de l’ARN viral està regulada per mecanismes complexos, 

tant virals com cel·lulars, que influiran tant en la latència clínica com en la 

patogenicitat del virus. 

  

L’expressió de la proteïna viral Tat augmenta la taxa de transcripció del 

genoma del VIH-1, i en cooperació amb altres factors cel·lulars, permet 

l’elongació completa de l’ARN missatger (ARNm). L’ARNm del VIH-1 es 

sintetitza en forma d’un únic trànscrit que ha de ser transportat al citosol i 

processat en ARN de diferents grandàries. A més, aquest mateix ARNm serà 

l’ARN viral genòmic present en la progènie de nous virus [33]. Ambdues etapes, 

tant el processament com el transport, són realitzades fonamentalment per la 

proteïna viral Rev. 
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Després de la seva síntesi, les proteïnes virals han de ser processades 

abans d’acoblar-se per poder formar partícules virals madures. En aquest 

procés hi participen proteases cel·lulars i la proteasa viral (PR). La proteïna 

viral Nef realitza diverses funcions, entre les que destaca la seva contribució a 

la patogenicitat del virus mitjançant la regulació negativa de l’expressió 

d’antigens CD4 i antígens d’histocompatibilitat de classe I i II, el que representa 

un mecanisme de protecció contra l’atac citotòxic mediat per les cèl·lules T 

CD8 i evita el reconeixement pels limfòcits T CD4. 

 

Altres proteïnes importants durant les fases finals de la infecció són Vif i 

Vpu. Vpu augmenta l’alliberació de virions i Vif interacciona i neutralitza l’acció 

antiviral d’una proteïna cel·lular anomenada APOBEC3G, que forma part de la 

família dels enzims d’edició de l’ADN. En absència de Vif, APOBEC3G 

s’incorpora al virió i interfereix en el procés de retrotranscripció en la següent 

cèl·lula infectada al provocar mutacions en l’ADN sintetitzat per la RT, fet que 

origina virus no viables i frena el procés de propagació del VIH-1[34].  

 

En l’última fase, es produeix una associació dels precursors de Gag i Pol 

amb l’ARN viral genòmic i amb la membrana plasmàtica cel·lular, on aquest 

complex ribonucleoproteic es recobreix per la bicapa lipídica. Posteriorment es 

produeix l’acoblament i la lliberació de les noves partícules virals i després de 

desprendre’s de cèl·lula, té lloc l’escissió dels precursors i dels enzims 

mitjançant la PR viral [35]. 
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2.4 VARIABILITAT GENÈTICA DEL VIH-1 

 

La variació genètica és una característica inherent a tots els virus d’ARN i 

el cas del VIH-1 no és una excepció. La gran heterogeneïtat del VIH-1 ve 

determinada principalment per varis factors virals (elevat tamany poblacional, 

elevada taxa de mutació, dinàmica de la replicació viral molt activa i processos 

de recombinació) i per factors cel·lulars intrínsecs (Taula 2). 

 

El conjunt d’aquests fenòmens comporta una acumulació de multitut de 

petits canvis en el genoma i la formació d’una estructura poblacional en 

quasiespècies. Les quasiespècies es poden definir com distribucions 

complexes de genomes diferents però genèticament relacionats entre si [36-38]. 

Sota aquest punt de vista, una quasiespècie vírica es pot entrendre com un 

eixam de variants que poden trobar-se en l’hoste, i a partir d’aquest pool es 

generen diferències en el genotip i en el fenotip (Figura 7). 

 

 

 

 

Producció diària de virus ~ 109-1010 

Producció de virus per cèl·lula infectada ~ 102 virus/cèl·lula 

Cicles de replicació diaris ~ 107 cicles 

Taxa d’error de la RT ~ 2.5x10-5 /lloc/generació 

Genoma del VIH ~ 104 nucleòtids 

Probabilitat d’obtenir una mutació puntual específica en un codó  
(cada nucleòtid pot mutar a qualsevol dels altres tres nucleòtids) 0.33x10-5 /cicle replicació   

Producció diària de virus amb una determinada mutació ~ 3300 virus 

Producció de mutacions per genoma en un cicle de replicació ~ 0.1-1 mutacions/genoma/cicle 

Taula 2 Dinàmica viral i generació de mutacions [39, 40] 



      Introducció 
 

- 15 - 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

En un pacient infectat per VIH-1, el pool genètic de la població viral 

consisteix, en un moment donat, en una seqüència màster (o predominant) que 

coexisteix amb una gran varietat de seqüències no predominants que 

difereixen de la majoria en unes poques mutacions puntuals o deleccions. 

Canvis en l’ambient poden desplaçar la seqüència predominant seleccionant 

una seqüència que fins al moment havia sigut minoritària, convertint-la en 

majoritària. 

 

La pressió de selecció (per exemple els fàrmacs antiretrovirals o el 

sistema immunitari) actua sobre la complexa estructura poblacional del VIH-1 i 

no sobre genomes individuals. Aquestes pressions afavoreixen una ràpida 

adaptació del virus als canvis de medi com a conseqüència de la preexistència, 

entre l’espectre de quasiespècies, de variants fenotípiques potencialment útils 

per fer front a aquests canvis. Com a conseqüència, es poden seleccionar 

mutants resistents als fàrmacs antivirals, mutants d’escapament a la immunitat 

antigen-específica i produir-se alteracions en el tropisme viral i en la virulència o 

patogenicitat. 

 

 

 

Figura 7 Representació esquemàtica del concepte de quasiespècie. 

 
 
ESPECTRE 
DE MUTANTS 
 
 
 
 
 
SEQÜÈNCIA CONSENS 
SEQÜÈNCIA MÀSTER 
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2.4.1 Tamany poblacional 

 

Un cop el VIH-1 estableix una infecció productiva és capaç de mantenir 

una alta taxa de replicació. L’elevada replicació dóna lloc a una producció diària 

al voltant de 109-1010 partícules virals en pacients infectats [39]. Aquest gran 

tamany poblacional facilita l’augment de la variabilitat unit a la resta de factors. 

 

 

2.4.2 Taxa de mutació 

 

La RT és un enzim multifuncional, posseeix activitat DNA polimerasa 

dependent d’ARN o ADN, activitat endonucleasa H i és responsable de la 

replicació del genoma del VIH-1. L’elevada taxa de mutació de la RT (~2.5x10-5 

parells de bases per cicle de replicació) tal com passa amb altres virus ARN 

(per exemple, Polio 1.3x10-5, Virus de l’Estomatitis Vesicular 2.5x10-5) [40], és 

conseqüència de la falta d’activitat exonucleasa 3’-5’ de la RT. L’absència de 

l’activitat correctora incrementa la probabilitat de la incorporació errònia de 

nucleòtids quan es compara amb les ADN polimerases cel·lulars, que disposen 

de mecanismes de correcció i reparació. 

 

 

2.4.3 Taxa de generació 

 

La dinàmica poblacional del VIH-1 i el seu ritme de recanvi s’ha estimat en 

diferents estudis in vivo [41-43]. Segons aquests càlculs, la vida mitja d’un limfòcit 

activat és de 2 dies, i la d’un virió en plasma d’unes 6 hores, donant com a 

resultat que aproximadament de forma diària la població viral plasmàtica es 

renova quasi en la seva totalitat. 
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2.4.4 Recombinació genòmica 

 

Els retrovirus són ben coneguts per experimentar deplecions o insercions 

de nucleòtids, així com altres reorganitzacions genètiques més complexes 

durant el procés de retrotranscripció. El VIH-1 és diploide; cada virió conté 2 

cadenes genòmiques d’ARN. Si una cèl·lula és infectada per 2 soques diferents 

de VIH, el virió resultant pot empaquetar un ARN genòmic de cada soca 

parental, convertint-se en una partícula viral heterozigota [44, 45]. 

 

La recombinació pot ocórrer quan aquest virió heterozigot infecti a la 

següent cèl·lula, ja que la RT viral pot saltar d'una cadena a una altra mentre 

realitza la retrotranscripció, creant un mosaic dels virus parentals en el trànscrit 

produït [46-48]. Aquestes infeccions duals, que poden donar lloc a recombinació 

genòmica, ocorren quan un individu és infectat amb soques derivades de 2 

individus distints, el que pot produir-se de 2 maneres [49, 50]. 1) Coinfecció: és la 

infecció amb 2 soques simultàniament o en un període curt de temps abans 

que la primera soca s'hagi establert i la resposta immune s'hagi desenvolupat. 

Arbitràriament, la coinfecció pot donar-se en el primer mes d'infecció. 2) 

Superinfecció (Reinfecció): es defineix com una infecció amb una segona soca 

després de la infecció inicial, quan la resposta immune contra aquesta ja ha 

estat establerta. Alguns autors prefereixen utilitzar el terme reinfecció ja que 

superinfecció sembla implicar una segona infecció més forta, que no tindria 

perquè ser així, i altres autors descarten el terme reinfecció atès que sembla 

que impliqui que el primer virus s'ha aclarit abans de la segona infecció, el que 

no seria el cas. De tota manera s'utilitzen ambdós termes per al mateix 

fenomen [51]. 
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La capacitat recombinogènica del VIH-1 és d’un ordre de magnitut major 

que la d’altres retrovirus, incloent el virus de la leucèmia murina (MLV) i el virus 

limfotròpic humà tipus 1 (HTLV-1) [45]. Aquest mecanisme, complementari a tots 

els altres, permet un increment més ràpid de la diversitat viral que l'acumulació 

de mutacions a causa de errors en la replicació [52, 53]. La freqüència de 

recombinació del VIH-1 varia entre 9 a 29 events de recombinació per cicle de 

replicació depenent diferents factors [48, 54, 55]. 

 

 Les FRCs i les FRUs són la prova “vivent” de les infeccions duals, ja 

que són virus híbrids intersubtipus i només poden produir-se per processos de 

recombinació genètica [10].   

 

 

2.4.5 Hipermutagènesi 

 

Varis estudis han descrit la presència de factors cel·lulars que actuen com 

a inhibidors endògens del VIH-1, un d’ells és l’APOBEC3G. Aquest enzim, 

membre de la superfamília de les citidina deaminases cel·lulars, és el causant 

dels fenòmens d’hipermutagènesi (G�A) característiques dels lentivirus de 

primats [56-58]. L’acció de l’APOBEC3G té com a conseqüència 

l’hipermutagènesi letal de l’ARN viral inhibint la replicació per modificació 

directa del genoma viral o fixant la presència de noves mutacions (G�A). La 

proteïna viral Vif contrarresta l’acció de l’APOBEC3G interaccionant i evitant la 

seva incorporació als virions i, amb això, l’activació dels mecanismes de 

defensa intrínseca mediats per la deaminació de l’ADN. 
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2.4.6 Distribució de la variabilitat en el genoma 

 

  La variabilitat viral no es manifesta homogèniament al llarg de tot el 

genoma del VIH-1; segons les diferents pressions a les quals pot ser sotmès un 

determinat gen, ja sigui per les funcions que ocupa durant la infecció o per la 

seva exposició al medi, aquest presentarà un major o menor grau de 

variabilitat. 

 

 Ja des dels inicis de la infecció per VIH-1, l’extraordinària variabilitat del 

virus va prendre molt interès entre els investigadors. De fet, es va calcular que 

la taxa de mutacions sinònimes (que no produeixen canvi d’aminoàcid) del 

genoma del VIH-1 era de 10x10-3 substitucions nucleotídiques/lloc/any, mentre 

que la taxa de substitucions no sinònimes (que produeixen canvi d’aminoàcid) 

era de 4x10-3 substitucions nucleotídiques/lloc/any. Aquestes taxes suposen 

una variabilitat de més d’un milió de vegades superior a la variabilitat dels 

genomes d’ADN. Aquesta variabilitat, però, no és homogènia al llarg de tot el 

genoma (Taula 3) sinó que és més baixa en les regions que codifiquen per les 

proteïnes de la càpsida i la retrotranscriptasa, i és extremadament alta a les 

regions hipervariables del gen de l’envolta viral, suggerint un canvi 

extremadament ràpid de l’antigenicitat vírica [59, 60]. 

  

Regió 
Codificant 

Taxa de Substitucions 
Sinònimes (x10-3) 

Taxa de Substitucions 
No Sinònimes (x10-3) 

gag 9.7 (6.5-13.1) 1.7 (1.1-2.3) 

pol 11.0 (7.4-11.8) 1.6 (1.1-2.1) 

env 9.2 (6.2-12.4) 5.1 (3.5-6.9) 

gp120 V 17.2 (11.6-23.2) 14.0 (9.4-18.8) 

gp120 C 8.1 (5.5-10.9) 3.3 (2.2-4.4) 

gp41 9.8 (6.6-13.2) 5.1 (3.5-5.9) 

Taula 3 Taxes de substitució nucleotídica per lloc per any.V=regions 
hipervariables, C= regions constants [60]. 
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El gen del VIH-1 que presenta major diversitat és el gen de l'envolta viral 

(env) a causa de la seva exposició al sistema immunològic [61]. De fet, s’ha 

observat que la variabilitat del gen de l’envolta viral és tal que els virus que 

pertanyen al mateix subtipus poden diferir en més del 20% en les seves 

proteïnes de l’envolta, i que les distàncies entre els virus de diferents subtipus 

poden arribar al 35% [62]. Aquest gen codifica per les subunitats gp120 i gp41, 

que conformen la proteïna de l’envolta viral. La regió codificant de gp120 i té 

definides 5 regions conservades (C1-C5) i 5 regions hipervariables (V1-V5). Tot 

i que en un principi les zones que separen les regions variables es varen definir 

com altament conservades, s’ha comprobat que el grau de variació en les 

regions constants C2 i C3 és major que l’observat en la pròpia regió V3 [63]. Això 

vol dir que no només es produeixen variants amb mutacions en les zones 

variables, sinó que, encara que la variabilitat afecta a tot el gen per igual, les 

variants que tinguin mutacions en zones on s'afecti dràsticament la funcionalitat 

del gen no seran viables i per tant no podran establir-se com a població en la 

quasiespècie. La variabilitat està present en tot el genoma però es manifestarà 

en major o menor grau segons les pressions a les quals estigui sotmesa. 

 

Aquesta variabilitat genètica del VIH-1 té conseqüències en les propietats 

biològiques del virus, ja que, pot produir el canvi de tropisme viral o 

l’escapament del virus a la resposta immune específica tant cel·lular com 

humoral. D’aquesta manera, la variabilitat del VIH-1 és un factor clau en la 

progressió de la infecció, tema que es detalla a l’apartat 3.4, donada aquesta 

relevància. 

 

 

 

 



      Introducció 
 

- 21 - 
 
 

3. INFECCIÓ PER VIH-1 IN VIVO 

 

3.1 TRANSMISSIÓ DEL VIH-1 

 

El VIH-1 pot entrar a l’organisme humà per qualsevol de les tres vies 

principals de transmissió que es coneixen: sexual, vertical i parenteral: 

 

La transmissió sexual constitueix la principal forma de contagi, tant per 

relacions homosexuals (majoritària a EEUU i Europa) com relacions 

heterosexuals (via principal de transmissió a l’Àfrica). El risc de transmissió del 

VIH en una relació sexual amb una parella infectada es situa entre el 0.08% i el 

3.2% en relacions homosexuals anals, i en relacions heterosexuals entre 

0.05%-0.15% (si l’home és el transmissor) i entre 0.03-0.09% (si la dona és la 

transmissora) tot i que aquestes dades varien funció del tipus de pràctica 

sexual, si hi ha altres malalties de transmissió sexual, la càrrega viral, etc [64, 65].  

 

La transmissió vertical (mare a fill) és la causant de més del 90% dels 

casos de nens infectats en el món, i es dóna principalment a l’Àfrica, tot i que hi 

ha casos arreu del món. En absència de tractament o profilaxi materna amb 

antiretrovirals i/o cesària d’elecció, el risc de transmissió vertical és del 14-25%, 

i es dóna principalment en el part, tot i que també pot donar-se al final de la 

gestació o bé durant la lactància [66].  

 

Actualment, el principal mecanisme de la transmissió parenteral és deguda 

a la drogoaddicció per aquesta via, quedant relegades (en el món 

desenvolupat) les antigues formes de transmissió per transfusions sanguínies, 

hemoderivats o trasplantaments, degut al cribatge d’aquests elements. Cal 

destacar en la transmissió de la infecció per una punxada amb una xeringa 
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amb sang contaminada que la supervivència del virus pot ser llarga (1-48 dies), 

estant en relació amb la càrrega viral, el volum de sang i la temperatura [67]. 

 

 

3.2 HISTÒRIA NATURAL DE LA INFECCIÓ PER VIH-1 

 

El VIH-1 és l’agent causal d’una malaltia de curs més o menys llarg amb 

una destrucció, pràcticament completa, dels limfòcits T CD4. L’aplicació de 

mètodes sensibles, capaços de quantificar la replicació del virus, ha permès 

conèixer de manera més precisa l’evolució d’aquesta malaltia i ha demostrat 

l’existència, en totes les fases de la infecció, una replicació viral molt activa. La 

progressió de la infecció per VIH-1 in vivo consta de tres etapes [68] relativament 

ben definides, tot i que no sempre identificables clínicament, i amb una duració 

variable que depèn de diferents factors relacionats tant amb el virus com amb 

l’hoste (Figures 8 i 9). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8 Evolució de càrrega viral (vermell) i dels limfòcits T CD4 
(blau) en les diferents fases de la infecció per VIH-1 (imatge extreta 
del web http://new-science-press.com) 
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Figura 9 El VIH s'uneix a les cèl lules dendrítiques que porten el 
virus a les cèl·lules T CD4 del teixit limfoide, establint-se la 
infecció. L’activació cel·lular accelera la replicació del virus i 
provoca una virèmia massiva i una àmplia difusió de la infecció a 
través dels teixits limfàtics. Una resposta immunitària contra el 
virus causa una certa protecció, però s’estableix una infecció 
crònica persistent. La producció de citocines i les divisions 
cel·lulars que regulen la resposta immune protectora també 
afavoreixen la replicació del VIH-1. Hi ha un ritme accelerat de 
recanvi de les cèl lules T CD4 que, en última instancia, condueix a 
la seva destrucció i a un canvi en els teixit limfoide que impedeix 
les respostes immunes [69]. 
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3.2.1 Fase aguda 

 

La fase aguda (o primoinfecció) es caracteritza per una virèmia plasmàtica 

elevada i una una disminució brusca dels limfòcits T CD4 de sang perifèrica [70, 

71], l’establiment d’un reservori de cèl·lules infectades [72, 73], la desaparició 

d’aproximadament un 90% de les cèl·lules CD4 memòria del teixit limfàtic 

associat a mucoses [74] i el desenvolupament d’una resposta immune específica 

anti-VIH, que causa una certa protecció, no obstant no evita que s’estableixi 

una infecció crònica persistent [75, 76]. Durant aquesta fase l’individu infectat 

roman asimptomàtic, a excepció d’alguns casos en els que s’observa una 

síndrome clínica aguda, amb una durada mitjana d’una a dues setmanes, 

caracteritzada per febre, letàrgia, astènia o faringitis, entre altres [77].  

 

 

3.2.2 Fase crònica 

 

La fase crònica és la fase asimptomàtica de la infecció, i té una durada 

variable en funció dels factors del virus, de l’hoste infectat i de l’ambient. 

Aquesta fase es perllonga varis anys, durant els quals la replicació viral 

persisteix, assolint un equilibri dinàmic. Per tant, tot i considerar-se una fase de 

latència, no existeix un verdader estat de latència virològica. La replicació viral 

es produeix en els òrgans limfoides, on la càrrega viral és entre 10 i 100.000 

vegades superior a la present en el plasma sanguini [78]. Durant aquesta fase hi 

ha una latència clínica, ja que els pacients normalment romanen 

asimptomàtics. En adults, el 50% progressa cap a estadis més avançats als 7-

10 anys d’haver-se produït la infecció. 
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3.2.3 Fase final o sida 

 

En aquesta fase es produeix un increment de l’activitat replicativa del virus, 

igualant-se la càrrega viral circulant i la dels òrgans limfoides, i generant-se una 

depleció de limfòcits T CD4 circulants en sang perifèrica fins a un nivell inferior 

a 200 cèl·lules/μL. Clínicament apareix una greu alteració de l’estat general del 

pacient, amb el desenvolupament d’infeccions oportunistes, trastorns 

neurològics i tumors associats a la sida [79]. 

 

Existeix una gran variació en el curs de la infecció per VIH-1 entre els 

individus infectats: Els progressors típics (80%) són aquells individus que 

romanen asimptomàtics durant 8-10 anys i després d’aquest període de 

latència desenvolupen sida. Els progressors ràpids (10%) són els individus 

infectats que desenvolupen sida entre 2 i 5 anys després de la primoinfecció. 

Un petit percentatge (5-10%) dels individus infectats es denominen long-term 

non-progressors (LTNP) o actualment, controladors; són individus que 

presenten nivells estables de CD4, càrregues virals baixes i que romanen 

assimptomàtics sense tractament antiretroviral durant al menys 10 anys, tot i 

que eventualment poden progressar cap a sida. I per últim, els controladors 

d’èlit (o elite controllers, EC), que suposen menys d’un 1% del tots pacients no 

tractats, són capaços de mantenir la replicació viral per sota de les 50 

còpies/mL i presenten unes taxes molt baixes tant en el descens de CD4 i com 

en la progressió de la malaltia [80]. 

 

Els estudis realitzats en aquests grups de pacients han permès 

determinar alguns dels factors, tant virals com de l'hoste, que influeixen en la 

patogenicitat i la progressió de la infecció, així com la resistència d'alguns 

individus a la infecció . S’ha descrit que un petit percentatge de EC estan 
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infectats amb virus defectius [80], així com també s’han identificat alguns factors 

genètics propis de l’hoste protectors front la virèmia i la progressió de la 

malaltia, com el HLA-B*5701 o la delecció CCR5�32 en heterozigosi [81]. 

 

 

3.3 MARCADORS DE LA PROGRESSIÓ DE L’INFECCIÓ PER VIH-1 

 

Actualment existeixen, principalment, dos marcadors de la infecció per 

VIH-1, la càrrega viral (CV, còpies d’ARN del VIH per mil·lilitre de plasma) i els 

CD4 (nombre de limfòcits T CD4 per mil·límetre cúbic de sang). Tot i que en un 

principi s’utilitzaren alguns marcadors biològics per determinar el grau de 

progressió de la infecció en un pacient, com l’antigen p24 (que es detecta per 

ELISA), aquests han estat desplaçats per tècniques de PCR amb major 

sensibilitat, com la CV plasmàtica. Cal destacar, també, la càrrega proviral, que 

detecta l’ADN integrat a partir de limfòcits de sang perifèrica del pacient, 

mitjançant PCR, i que és un marcador imprescindible per diagnosticar el 

període finestra (període on hi ha absència de positivitat en els altres 

marcadors. 

 

El nivell de virèmia plasmàtica (o càrrega viral, CV) és el millor marcador 

descrit fins al moment, per predir la progressió a sida i la supervivència. El 

recompte de limfòcits T CD4 té menor valor predictiu, probablement perquè els 

canvis es produeixen amb demora respecte a la CV. Les virèmies plasmàtiques 

<3.000 còpies/mL indiquen un bon pronòstic, entre 3.000-10.000 còpies/mL 

prediuen una evolució típica i >10.000 còpies/mL pronostiquen una ràpida 

progressió de la malaltia. No obstant, s’ha de destacar que no existeix un llindar 

inferior per sota del qual no hi hagi progressió [82]. 
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3.4 COM AFECTA LA PROGRESSIÓ DE LA INFECCIÓ A LA VARIABILITAT 

VIRAL DEL VIH-1? 

 

3.4.1 Complexitat viral 

 

El grau d’heterogeneïtat de la població vírica present en un individu infectat 

varia al llarg de la malaltia. Aquesta variació està relacionada amb els nivells de 

virus en sang, la resposta immunològica de l’hoste i la duració de la malaltia.  

 

Durant la fase aguda s’ha descrit una homogeneïtzació de les poblacions 

virals, principalment en l’envolta viral [83-88]. Aquesta homogeneïtat viral és 

deguda a que la transmissió constituiria un coll d’ampolla poblacional ja sigui 

perquè la infecció s’iniciï a partir d’un petit inòcul de virus i/o degut a les 

pressions selectives que tenen lloc durant l’establiment de la infecció. 

 

La fase crònica es caracteritza per una contínua evolució de les poblacions 

víriques, reflex de la replicació constant del virus en l’individu infectat. Tenint en 

compte el número de cèl·lules que són infectades de novo cada dia i la taxa 

d’error associada a la RT del VIH-1 (Taula 2), en un únic dia és factible que una 

població vírica contingui totes les possibles mutacions puntuals, inclús l’1% de 

totes les possibles dobles mutacions [89, 90], el que demostra la gran 

heterogeneïtat en aquesta fase. La fase crònica de la infecció representa un 

equilibri entre la replicació del virus i la resposta del sistema immunològic de 

l’hoste. Independentment de les causes i de la velocitat a la que aquest equilibri 

desapareixi, la fase final o simptomàtica de la infecció es caracteritza per una 

nova  homogeneïtzació de la població vírica [91- 94], probablement reflex de la 

replicació massiva d’una variant amb major eficàcia biològica (millor adaptada 

al medi) i del col·lapse del sistema immunològic. 
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Aquest patró d’evolució viral, però, pot variar en funció de la progressió 

que presenti l’individu infectat. En els pacients progressors ràpids es produeix 

un descens en el nombre de cèl·lules T CD4 per sota de 200 cèl.lules/μL 

ràpidament, el que va acompanyat d’elevats nivells d’ARN viral que no 

disminueixen substancialment després de la infecció primària. En aquests 

individus s’ha observat un elevat grau d’homogeneïtat de les quasiespècies 

víriques presents en al llarg del temps [95]. Aquesta poca variabilitat 

probablement és deguda a una resposta immunològica pobra per part de 

l’hoste. 

 

En pacients controladors, en canvi, el nombre de cèl·lules T CD4 es 

manté a nivells normals inclús després de molts anys d’infecció, presentant 

normalment un nivell baix d’ARN víric en plasma i soques víriques menys 

patogèniques (virus R5). En aquests pacients s’ha observat una major 

heterogeneïtat en les quasiespècies víriques, reflexant, en conjunt, una 

resposta immunològica molt activa per part de l’hoste [96]. 

 

Així, doncs, les dades obtingudes a partir d’estudis longitudinals en 

pacients infectats amb diferents patrons de progressió indiquen que, en la 

majoria dels casos, una major heterogeneïtat en les quasiespècies reflexa una 

major duració del període asimptomàtic de la malaltia [91-101], no obstant, la 

complexitat dels factors selectius, fa que a més a més l’evolució vírica sigui 

altament impredictible en cada pacient infectat. 
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3.4.2 Tropisme viral 

 

La variació genètica del VIH-1 té conseqüències en les propietats 

biològiques dels virions. Una de les conseqüències més importants és la seva 

capacitat d’infectar diferents tipus cel·lulars (tropisme). 

 

Juntament amb CD4, les molècules de CCR5 i CXCR4 són els coreceptors 

principals utilitzats pel VIH-1 per entrar a les cel·lules [102, 103]. CCR5 i CXCR4 

són els receptors naturals de les quimiocines MIP1�, MIP1� i RANTES i de 

SDF-1, respectivament [104, 105]. També s’han descrit altres coreceptors emprats 

per alguns aïllats de VIH-1 com CCR2b, CCR3, CCR8, CXCR1, CXCR2, 

CXCR5, CXCR6, CXCR7/RDC1, CX3CR1, D6, APJ, GPR1, CCR9B, CCR10 i 

XCR1 [106-117]. No obstant, actualment, encara no s’ha aclarit el paper d’aquests 

coreceptors en la infecció in vivo per VIH-1. 

 

Certes mutacions, particularment al loop V3 de l’envolta viral [118-124] estan 

altament associades amb l’ús de CXCR4 i la formació de sincitis. S’ha descrit 

que la presència d’aminoàcids bàsics a les posicions 11 i 25 del loop V3 

distingueixen molt freqüentment els virus X4 dels R5 [121, 122, 125-128] i en alguns 

casos també hi ha implicades les posicions 24 i 27 d’aquesta regió [129, 130]. 

 

Els virus R5 (que empren CCR5) predominen en les primeres fases de la 

malaltia [85, 131, 132]. Els virus X4 (que utilitzen CXCR4), per contra, tendeixen a 

apareixer en fases més avançades, són més patogènics i estan associats amb 

un ràpid descens del nombre de cèl·lules T CD4, amb una acceleració de la 

progressió de la malaltia i amb una supervivència reduïda en pacients sense 

tractament [133-135]. Tot i que els individus infectats per VIH-1 poden progressar a 
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sida en absència de variants X4, la progressió de la malaltia s’ha associat, 

generalment, amb l’aparició de virus X4 o R5/X4 [136]. 

 

El receptor CD4 i els coreceptors CCR5 i CXCR4 s’expressen en els 

limfòcits T CD4, cèl·lules presentadores d’antígen (CD), monòcits, i macròfags, 

el que és consistent amb la transmissió i la progressió de la infecció [137]. CCR5 

es troba molt expressat en cèl·lules T CD4 memòria, que són la principal font 

de producció viral in vivo. El GALT (gut-associated lymphoid tissue), que és 

molt ric en aquestes cèl·lules, juga un paper crític ja que suposa el primer lloc 

per la replicació viral i la depleció massiva de limfòcits T CD4 [138]. Per contra, 

CXCR4 s’expressa preferencialment en cèl·lules T CD4 naïve, com els timòcits 

immadurs [139-141]. 

 

A part dels coreceptors hi ha altres factors que poden influir en el 

tropisme viral al llarg de la malaltia. Els elevats nivells de quimiocines, com per 

exemple SDF-1 (lligand natural de CXCR4), presents a l’intestí, podrien ser un 

factor supressor de la transmissió de soques X4 [142], o també el paper de les 

cèl·lules dendrítiques en l’amplificació selectiva de les variants R5 en el teixit 

limfoide [143, 144]. Per altra banda, recentment s’ha descrit que el tractament 

antiretroviral no sembla influir en la selecció de soques X4, que preferentment 

ocorre en pacients amb limfòcits T CD4 baixos [145]. 

   

L’expressió diferencial de CCR5 i CXCR4, principalment, així com 

diferents factors mencionats anteriorment, suposen una pressió selectiva sobre 

les quasiespècies del VIH-1 presents al llarg de la malaltia. Això suposa la 

selecció d’entre l’espectre de mutants, de les variants amb el tropisme 

“adequat” en cada fase de la progressió de la infecció per VIH-1. 
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3.4.3 Escapament viral  

 

3.4.3.1 Escapament de la resposta cel·lular 

 

Els dos aspectes de la resposta immunològica cel·lular a considerar en la 

patogènesi viral són la resposta T helper i la resposta de les cèl·lules T 

citotòxiques: 

 

Les cèl·lules T helper (Th) són cèl·lules T CD4 específiques del VIH-1, que 

després de la seva activació secreten citoquines (com IL-2) que indueixen la 

resposta T citotòxica i la resposta humoral. Aquestes cèl·lules són les cèl·lules 

diana del virus [146]. 

 

La resposta T citotòxica, per altra banda,  és generada pels limfòcits 

citotòxics T CD8 específics de VIH-1 (CTL, cytotoxic T-cell lymphocytes) que 

maten a les cèl·lules infectades que presenten pèptids virals a la seva 

superfície. Els CTL reconeixen pèptids virals concrets presentats per MHC de 

classe I, i de fet, són els responsables del control parcial de la viremia durant la 

infecció aguda. Els CTL, doncs, exerceixen una pressió immunològica selectiva 

sobre el virus, però com que aquest presenta una elevada variabilitat, es 

produeix la selecció de variants d'escapament, és a dir, aquelles variants que 

presenten mutacions en els epítops que reconeixen els CTL podran evadir la 

resposta immune generada [147]. Les variants virals seleccionades per la 

influència de la resposta cel·lular normalment presenten una capacitat 

replicativa (fitness viral) inferior. Però, d’altra banda, s’ha descrit que en alguns 

casos, l’elevada variabilitat viral permet desenvolupar canvis compensatoris 

(dins o fora l’epítop diana) per restablir, al menys en part, la fitness viral [148]. 
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3.4.3.2 Escapament de la resposta humoral 

 

Les cèl·lules infectades per VIH-1 també són capaces d’induir la formació 

d’anticossos (resposta humoral). Els anticossos més efectius són aquells que 

impedeixen la entrada del virus a la cèl·lula al unir-se a les proteïnes de 

l’envolta viral, anomenats anticossos neutralitzants. Els principals epítops de 

neutralització es localitzen en la subunitat gp120 de la proteïna de l’envolta del 

virus, concretament en la regió variable V3 i en els dominis d’unió a CD4 i als 

coreceptors [149-152]. 

 

El dominis d’unió als coreceptors (CCR5 i CXCR4) són zones relativament 

conservades però resulten inaccessibles per als anticossos neutralizants. 

L’estructura de l’envolta viral en la seva forma nativa oculta els dominis 

d’interacció amb els coreceptors virals. 

 

Aquest emmascarament es deu a un doble mecanisme: per una banda, 

l’envolta viral de la superfície del virió és una estructura trimèrica i la seva 

pròpia disposició oculta els dominis conservats; d’altra banda, els dominis 

d’interacció amb els coreceptors cel·lulars només s’exposen quan es produeix 

la unió amb CD4. A més, les zones de la proteïna més exposades corresponen 

a epítops que poden ser modificats sense que s’alterin significativament les 

propietats d’unió i interacció amb els coreceptors cel·lulars [153]. Aquest doble 

emmascarament dels epítops de neutralització explica la dificultat d’aquests 

anticossos per accedir als seus dominis de neutralització, que només serien 

exposats en l’estret contacte entre la membrana viral i la plasmàtica. 
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L’estudi d’aquest mecanisme i de l’evolució de l’envolta viral al llarg de 

l’infecció confirmen que els anticossos neutralitzants sintetitzats pel pacient no 

tenen un ampli espectre. Mitjançant mutacions en els epítops de reconeixement 

que es troben en les zones variables de la proteïna, es seleccionen, en poques 

setmanes, variants d’escapament a la pressió immune humoral. 

 

A aquest mecanisme de variabilitat se li sumen dos altres mecanismes 

d’escapament: la glicosilació dels aminoàcids dels epítops reconeguts pels 

anticossos neutralitzants, i la formació d’una estructura denominada “escut 

glicà”, que consisteix en cadenes de sucres que es formen en els residus 

propers als epítops reconeguts pels anticossos neutralitzants i que els 

protegeixen de la unió d’aquests [152, 154]. De fet, els carbohidrats representen 

aproximadament la meitat del pes de la gp120 [155]. 

 

Tots aquests mecanismes demostren que l’envolta del VIH-1 està dotada 

d’una gran flexibilitat i variabilitat estructural i, per tant, d’una extraordinària 

capacitat d’escapament.  
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4. TRACTAMENT ANTIRETROVIRAL CONTRA EL VIH-1. 

 

L’espectre de drogues antiretrovirals descobertes per al VIH-1 es centren en 

dianes vulnerables del cicle de replicació del virus. En la primera teràpia antiretroviral 

es va emprar l’inhibidor de la retrotranscriptasa zidovudina (AZT), que és un anàleg de 

nucleòsid, aprovat per la Food and Drug Administration (FDA) l’any 1987 [156]. Els 

anàlegs de nucleòsid de la RT (nucleoside reverse transcriptase inhibitors, NRTI), 

interfereixen en la replicació del VIH-1 inhibint de forma competitiva aquest enzim. No 

obstant la monoteràpia poseeix una limitada activitat contra el virus [157]. Posteriorment, 

en avançar els coneixements sobre el virus, van aparèixer dianes addicionals a la RT, 

com la proteasa viral. Els inhibidors de la proteasa (IP) s’uneixen al seu centre actiu 

inhibint la formació de proteïnes virals madures, provocant que la partícula viral no 

sigui infecciosa. Més endavant es van introduir els inhibidors no-nucleòsids de la 

retrotranscriptasa (non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors, NNRTI). Els NNRTI 

constitueixen un grup estructuralment divers que s’uneix a una regió distant del centre 

actiu de la RT inhibint la seva activitat. Posteriorment, van aparèixer els inhibidors de 

l’entrada del virus amb la cèl·lula hoste, i més tard els inhibidors de la integrasa viral. 

El desenvolupament de nous fàrmacs continua i es van introduint noves drogues 

paulatinament (Taula 4). 

 

INHIBIDORS 
DE LA RETROTRANSCRIPTASA 

INHIBIDORS 
DE LA PROTEASA 

INHIBIDORS 
DE L’ENTRADA 

INHIBIDORS 
DE LA INTEGRASA 

Anàlegs de nucleòsid No nucleòsids Amprenavir Enfurvitida Raltegravir 

Abacavir Delavirdina Fosamprenavir Maraviroc  

Didanosina Efavirenz Tipranavir   

Estavudina Etravirina Indinavir   

Emtricitabina Nevirapina Lopinavir   

Lamivudina  Nelfinavir   

Zalcitabina  Ritonavir   

Zidovudina  Saquinavir   

Tenofovira  Atazanavir   

  Darunavir   

Taula 4 Fàrmacs amb activitat antiretroviral aprovats per la FDA. a Inhibidor de la retrotranscriptasa anàleg de 
nucleòtid. 
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4.1 TRACTAMENT ANTIRETROVIRAL DE GRAN ACTIVITAT (TARGA) 

 

Avui en dia el tractament de la infecció per VIH-1 consisteix en la 

combinació de diferents fàrmacs antiretrovirals en determinades pautes, el que 

es denomina HAART (highly active antiretroviral therapy) o TARGA (tractament 

antiretroviral de gran activitat). Fou al 1995 quan es van dur a terme els primers 

assaigs clínics emprant un IP en combinació amb dos NRTI, i posteriorment, 

amb la introducció dels NNRTI varen ser possibles altres teràpies antiretrovirals 

triples. La instauració d’aquesta nova estratègia combinada canvia radicalment 

la història natural de la infecció per VIH-1: per un lloc es recupera el nombre de 

limfòcits T CD4 i per l’altre s’aconsegueix reduir la càrrega viral per sota les 20-

50 còpies/mL en més del 50-80% dels pacients i manté aquest efecte durant 

períodes superiors a un any, assolint-se, inclús, respostes superiors als quatre 

anys [158].  

  

 En contra de les primeres expectatives que es van generar al introduïr el 

tractament antiretroviral, actualment se sap que el TARGA només aporta una 

recuperació immunològica parcial, on no es recupera la resposta específica 

contra el VIH-1 [159-163]. Una conseqüència directa d’això és que el tractament no 

aconsegueix una erradicació de la infecció. Per aquest motiu, quan es suspèn 

el tractament, el virus reapareix en sang perifèrica, i és necessari mantenir el 

tractament de per vida, amb els conseqüents costos tant a nivell d’efectes 

secundaris com econòmics [164], el que, a la vegada, pot restar eficàcia a llarg 

termini degut a problemes d’adherència a la medicació. Davant aquesta 

situació es considera necessari buscar noves estratègies terapèutiques [165]. En 

aquest aspecte, s’està estudiant la possibilitat de combinar el TARGA amb una 

immunoteràpia capaç de restaurar o potenciar les respostes immunològiques 

específiques contra el VIH-1 [165, 166]. 
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4.2 TERÀPIES IMMUNOMEDIADES 

 

S’han assajat diferents tipus de teràpies immunomediades, que 

bàsicament intenten actuar per tres mecanismes diferents [167]. Per una banda, 

alguns mètodes intenten aportar aquells components en què l’individu infectat 

pot ser deficient, com el tractament amb citoquines o les tècniques 

d’immunoteràpia passiva.  Unes altres es basen en les dades que indiquen que 

existeix una infecció selectiva de les cèl·ules T CD4 activades específiques 

anti-VIH en individus infectats, i que l’activació contínua del sistema 

immunològic és un factor de mal pronòstic, i proposen l’utilització 

d’immunomoduladors. I per altra banda, existeixen aquelles que intenten induir 

les respostes immunològiques que no acaben de funcionar en la infecció per 

VIH-1, com les vacunes terapèutiques o les interrupcions estructurades del 

tractament (STI, de l’anglès structured treatment interruptions). Les diferents 

estratègies utilitzades es resumeixen a la Taula 5. 

 

En els últims anys, les interrupcions estructurades del tractament (STI) i les  

vacunes terapèutiques anti-VIH-1 han esdevingut propostes encoratjadores 

com a estratègies antiretrovirals complementàries per induir o millorar la 

resposta immune cel·lular específica contra el VIH-1. Aquests tipus 

d’immunoteràpies, en especial les vacunes terapèutiques, podrien ajudar a 

controlar la replicació del VIH- 1 després de la retirada de la teràpia 

antiretroviral., el que permetria suspendre el TARGA de forma definitiva o, al 

menys, durant períodes variables de temps. 
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ESTRATÈGIA  REFERÈNCIA 

Immunoteràpia  passiva 

 

Infusió de limfòcits 

Infusió de plasma 

Infusió d’anticossos monoclonals  

168                           

169-172                    

173-176 

Citoquines   

 

Interleucina-2 

Dosi baixa d’Interleucina 2 

G-CSF 

GM-CSF 

IFN-� 

Interleucina 10 

Interleucina 12 

Interleucina 15 

Interleucina 16 

Interleucina 7  

177                    

178                   

179                    

180                   

181                     

182                    

183                   

184                          

185                           

186                           

Immunomoduladors    

 

Hidroxiurea 

Corticoides 

Ciclosporina A 

Àcid micofenòlic 

Talidomida  

187, 188            

189                   

190                   

191, 192                   

193                     

STI   

 
Primoinfecció 

Infecció crònica  

194                           

195, 196 

Vacunes terapèutiques  

 

Virus inactivat complet 

Canarypox 

Vacunes d’ADN 

Vacunes d’adenovirus recombinants 

Vacunes de cèl·lules dendrítiques  

197                           

198                           

199, 200                   

201                           

202-206 

Taula 5 Estratègies d’immunoteràpia utilitzades en el tractament contra el VIH-1. 
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4.2.1 Interrupcions estructurades del tractament (STI) 

 

Conegudes com STI (de l'anglès Structured Therapy Interruption), varen 

ser de les primeres estratègies d'interrupció, consistents en diversos cicles amb 

TARGA i sense TARGA dissenyats per a augmentar la immunitat VIH-

específica cel·lular a través del concepte d’“autovacunació”: l'augment en 

l'exposició a un virus autòleg de forma repetida podria estimular les respostes 

VIH-específiques i millorar el control de l’infecció. 

 

Encara que s'han demostrat augments de les respostes específiques 

cel·lulars anti-VIH i que el temps de duplicació de la CV augmenta després de 

les interrupcions [196], generalment la CV després de la STI es correlaciona amb 

la CV pretractament [207, 208], i la magnitud de la resposta CD8 específica anti-

VIH augmenta fins a una quantitat i qualitat comparables a les que es tenien 

abans del TARGA, suggerint una restauració de la resposta més que un 

augment de novo [207]. 

 

Per tot això, en general, les STI han fracassat com a teràpia 

immunomediada i únicament han permès controls efectius de la replicació viral 

a curt-mig termini en un 20% dels pacients que les realitzen. S'ha suggerit que 

la falta d'eficàcia de les STI és deguda a una resposta CD4 anti-VIH feble i 

transitòria [208]. No obstant, s’ha descrit una bona resposta immunològica i un 

manteniment de la virèmia plasmàtica post-STI en pacients que havien estat 

tractats desde la primoinfecció [209]. 
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4.2.1.1 Estratègies d’interrupció 

  

A part de la utilització de les STI com immunoteràpia, des que existeix la 

disponibilitat del TARGA i amb l'augment dels coneixements dels riscos de 

progressió de la infecció i la impossibilitat de l'erradicació del reservori del VIH, 

s'han elaborat diferents estratègies de suspensió programada del TARGA amb 

la intenció de reduir el temps acumulat de tractament per disminuir les seves 

repercussions [210, 211] en diferents àmbits: efectes secundaris, costos econòmics 

o molèsties per al pacient. 

 

Les metodologies de suspensió del tractament i els contextos en els quals 

s'han utilitzat són diversos. En pacients multitractats i en fracàs terapèutic amb 

virus multiresistents es va plantejar la hipòtesi que una suspensió del TARGA 

provocaria la reaparició del virus salvatge per tenir aquest una major capacitat 

replicativa o fitness viral, desplaçant a les quasiespècies multiresistents. En 

aquest moment i davant un virus salvatge, la reintroducció del TARGA podria 

tornar a ser efectiva i millorar el control de la replicació viral i la resposta 

immune. No obstant, s'ha demostrat que aquesta estratègia s'acompanya d'una 

deterioració immunològica que, al donar-se en pacients amb infecció avançada, 

augmenta molt el risc d'esdeveniments oportunistes [212]. 

 

 Un altre àmbit molt diferent és el de les interrupcions en pacients que 

han respost de forma satisfactòria al TARGA. En aquest context s'ha introduït el 

concepte de la interrupció “guiada” o “en polsos”, en la qual aquests pacients 

podrien suspendre el TARGA i reiniciar-lo només quan tinguessin indicació, 

basant-se en el recompte de limfòcits T CD4 i/o CV segons les guies actuals. 
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 L’any 2000 es va publicar un estudi esperançador de STI guiada per 

CV, en el que s’aturava el tractament en pacients que havien sigut tractats des 

de la primoinfecció, Els resultats indicaren que tots els pacients, a pesar del 

rebrot de virèmia, van ser capaços de conseguir un estat d’equilibri, al menys 

transitori, sense TARGA amb una càrrega viral per sota de les 5.000 cp/mL [209]. 

 

 En l'estudi més gran en el qual s'explora la interrupció guiada per 

recompte limfocitari T CD4, el SMART, es randomitzaren un total de 5472 

pacients amb TARGA i més de 350 limfòcits T CD4/μL a seguir amb el mateix 

tractament de forma convencional o a seguir una estratègia conservadora de 

fàrmacs guiada pel recompte de limfòcits T CD4, en la qual el TARGA es 

suspenia fins que els CD4 caiguessin per sota de 250 cèl·lules/ μL, moment en 

el qual es reiniciava el TARGA fins que el recompte tornés a ser superior a 350 

cèl·lules/ μL, tornant llavors a suspendre's. El reclutament en l'estudi va haver 

d’aturar-se a l'observar que la branca conservadora de fàrmacs guiada per 

limfòcits T CD4 tenia un major risc de progressió de la malaltia o mort i 

esdeveniments greus associats a sida [213]. Es van observar resultats similars 

en un altre estudi amb menor nombre de pacients a l'Àfrica sub-sahariana, el 

Trivacan [214], amb idèntics valors de recompte limfocitari T CD4 per a l'inici i la 

suspensió de tractament.  Un altre estudi en el que el nivell de limfòcits T CD4 

necessari per a reiniciar el TARGA va ser superior (350 CD4/μL) va mostrar 

també majors manifestacions relacionades amb la infecció pel VIH però de 

tipus més lleu [215].  

 

Davant aquests resultats, sembla que les estratègies de suspensió de 

TARGA guiades per limfòcits T CD4 no haurien de mantenir-se fins a nivells tan 

baixos de limfòcits T CD4 (250 cèl·lules/ μL) pels riscos que comporta i 

s'haurien d'explorar estratègies amb dintells superiors. 
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4.2.1.2 Conseqüència de les interrupcions 

 

Els diferents estudis realitzats han permès conèixer què ocorre després de 

la interrupció del TARGA des del punt de vista del virus i del pacient i el seu 

sistema immunitari. Ineludiblement, després de la suspensió del TARGA es 

produeix una elevació de la CV. Els pacients amb infecció crònica pel VIH-1 i 

CV indetectables per sota de 50 còpies/mL tenen un temps mig de 10 dies per 

a obtenir 500 còpies còpies/mL després de la suspensió del TARGA, podent 

observar CV detectables ja al tercer dia de suspensió [161, 216]. Això comporta 

que les estratègies d'interrupció puguin tenir una sèrie de conseqüències 

negatives secundàries a aquesta elevació, com són el risc que el TARGA 

fracassi posteriorment en la ressupressió de la replicació viral, la possibilitat del 

farciment dels reservoris cel·lulars, o el presentar una síndrome de 

primoinfecció [217]. 

 

A més, és molt important el risc de desenvolupament de resistències, ja 

que al parar el tractament poden coincidir nivells sub-òptims dels fàrmacs amb 

certa replicació viral. Els estudis fins a la data coincideixen en que el risc més 

important es dóna en aquells pacients que prenen fàrmacs de vida mitja llarga i 

amb barrera genètica baixa [218-223], com poden ser els NNRTI o la lamivudina. 

 

Pel que fa als limfòcits T CD4, tornen a descendir en aturar el tractament. 

S'ha descrit que aquest nou descens ocorre en dues fases: un descens ràpid 

inicial, d'un mes segons alguns autors [224] i de fins a quatre segons altres [225], i 

una segona fase de descens més lent. S'ha correlacionat la velocitat del 

descens de forma negativa amb la CV plasmàtica basal [224, 226], el recompte de 

limfòcits T CD4 nadir (el menor recompte de limfòcits T CD4 que hagués 

experimentat el pacient) [224, 225] i de forma positiva amb el recompte de limfòcits 
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T CD4 en el moment de la interrupció [224-226], els limfòcits T CD4 guanyats 

durant el TARGA [225, 226] i l'edat [226]. Aquest descens condiciona, de forma 

progressiva i sobretot a partir de nivells baixos, el risc de desenvolupar 

infeccions oportunistes i esdeveniments associats a sida que poden ser, fins i 

tot, letals [213]. D'aquí la importància que qualsevol interrupció sigui estretament 

monitoritzada. Existeix a més un risc, ara per ara més teòric que real, que en la 

pèrdua global de limfòcits T CD4 es perdin clons limfocitaris que s'haguessin 

retingut o recuperat i que després no es tornessin a recuperar amb el TARGA, 

el que podria condicionar el sistema immunitari del pacient per a tota la vida. 

 

 

4.2.2 Vacunes terapèutiques 

 

La vacunació terapèutica s’ha proposat com alternativa a l’ús continuat del 

TARGA [166], ja que la seva finalitat és augmentar les respostes immunitàries 

específiques del VIH-1 per aconseguir un control virològic en períodes sense 

TARGA. En general, la capacitat de les vacunes utilitzades per augmentar la 

resposta CD8 específica anti-VIH-1 ha estat molt limitada, sense un clar 

impacte en la CV [227-231], no obstant, algunes d’elles, en especial les que 

empren cèl·lules dendrítiques com a adjuvant cel·lular (veure apartat 4.2.5.4), 

han presentat resultats molt esperançadors. 

 

 

4.2.2.1 Vacunes de virus complet inactivat 

 

El Remune® és un immunogen del VIH-1, inactivat i deplecionat de la 

proteïna gp120. Els primers estudis publicats sobre aquesta vacuna van 

mostrar la capacitat d'aquest immunogen per estimular les respostes 
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limfoproliferatives específiques del VIH en pacients tractats amb antiretrovirals 

[232]. Estudis posteriors han mostrat resultats discordants, ja que la vacuna era 

capaç d’induir respostes CD4 específiques contra Gag (en ocasions molt 

potents), però sense capacitat de control immune de la replicació viral [233-235].  

 

 

4.2.2.2 Vacunes d'ADN 

 

Aquesta estratègia consisteix en utilitzar plasmidis d'ADN en què 

s'insereixen els gens virals d'interès i, posteriorment, s'injecten per via 

muscular. L'expressió dels productes proteics dels gens inserits desencadena 

la presentació d'antígens a través del MHC-I i II, el que dóna lloc a les 

respostes de cèl·lules T CD8 i  T CD4.  

 

S'ha demostrat que les vacunes d'ADN per si mateixes només són 

capaces d'induir respostes immunitàries generalment dèbils i poc duradores en 

pacients tractats amb TARGA [236, 237] però el seu ús en combinació amb 

vacunes de vectors vírics recombinants (portadors del mateix immunogen) pot 

produir respostes cel·lulars anti-VIH més potents. Així, la vacuna d'ADN és la 

que inicia les respostes al immunogen, i potencia aquestes respostes després 

d'una segona fase de vacunació amb un vector viral modificat [238].  

 

En qualsevol cas, les vacunes terapèutiques d'ADN plasmídic ofereixen 

avantatges que cal tenir en compte, com la capacitat d'incloure diversos gens 

del VIH-1 en la mateixa vacuna, la seva seguretat biològica i la possibilitat de 

produir-les i emmagatzemar-les a gran escala.  
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4.2.2.3 Vacunes de vectors vírics recombinants  

 

Aquesta estratègia de vacunació es basa en la utilització de certs tipus de 

virus vius atenuats, els quals es modifiquen mitjançant enginyeria genètica per 

tal que puguin expressar gens del VIH.  

 

Dins d'aquest grup de vacunes terapèutiques es troben les vacunes amb 

virus Canarypox recombinant. La immunogenicitat i seguretat biològica 

d'aquest tipus de vacuna s'ha demostrat en estudis realitzats en pacients 

infectats pel VIH [198, 239]. A més del virus Canarypox, s'ha utilitzat com a vector 

el virus Vaccinia-Ankara modificat, el virus MVA [240], amb resultats en general 

pobres exepte en alguns casos [200, 241]. 

 

 

4.2.2.4 Vacunes de cèl·lules dendrítiques 

 

Les cèl·lules dendrítiques (CD) tenen grans habilitats per induir i coordinar 

la immunitat de les cèl·lules T.  Això les converteix en els agents biològics 

ideals en les estratègies d’immunoteràpia per augmentar la immunitat de les 

cèl·lules T en la infecció pel VIH-1. 

 

Els actuals assaigs clínics es basen en l'administració de CD carregades 

d'antígens del VIH-1, preparades ex vivo, per provar principalment que la 

immunoteràpia amb CD és segura i eficaç en pacients infectats pel VIH-

1. Aquests assaigs depenen en gran mesura d’estudis preclínics que 

proporcionin coneixements i orientació sobre els tipus de CD, els millors 

antígens virals, els mètodes de maduració de les CD, la via d'administració de 

les CD, les mesures de la funció immunitària contra el VIH i, en última 
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instancia, el control de la replicació del VIH-1. A més, s'estan desenvolupant 

propostes prometedores en la immunoteràpia basada en CD amb antígens del 

VIH-1 in vivo. 

 

L'objectiu dels assaigs amb vacunes de CD és definir una estratègia 

segura i eficaç per millorar el control de la infecció pel VIH-1 en pacients 

sotmesos a teràpia antiretroviral, a part d’aconseguir respostes immunitàries 

específiques per al VIH-1 més eficaces que les generades per altres 

estratègies de vacunació. De fet, els primers estudis en models animals que 

millor van demostrar la capacitat d’una vacuna terapèutica d’incrementar la 

immunitat específica de forma eficaç, han estat els que han utilitzat vacunes 

basades en CD com a adjuvant cel·lular [242-244]. Actualment, les vacunes 

terapèutiques basades en CD són, precisament, les que estan tenint més 

rellevància [245, 246] com a estratègia complementària al tractament antiretroviral. 

 

Les cèl·lules dendrítiques mieloides (CDm) són les cèl·lules presentadores 

d'antigen (APC) més potents del sistema immunitari, ja que poden induir i 

potenciar tant la resposta immune adaptativa com la immunitat innata. Les 

CDm tenen la capacitat de capturar els patògens mitjançant processos 

d’endocitosi, de pinocitosi a través de DC-SIGN i de receptors de Fc, per 

transformar-los en petits pèptids. Posteriorment, les CDm presenten els 

antígens processats tant per MHC-I o MHC-II com per complexos MHC, a les 

cèl·lules T citotòxiques (CTL) i a les cèl·lules T CD4, respectivament, 

promovent l'expansió i la diferenciació d’aquestes. D'altra banda, les CDm 

també activen les cèl·lules NK (natural killer) [247, 248]. Aquestes habilitats 

extraordinàries, al seu torn, converteixen a les CDs en  els adjuvants naturals 

més potents per una vacuna autòloga. 
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Diversos estudis realitzats in vitro i in vivo en models animals han 

demostrat que les cèl·lules dendrítiques autòlogues derivades de monòcits 

(CDDM) polsades amb immunògens basats en antigens de VIH-1/SIV poden 

induir i estimular la resposta immune específica [242, 249-252]. Aquesta estratègia 

s'ha aplicat també en pacients infectats polsant CDDM autòlogues amb 

diferents tipus d’immunògens: pèptids de VIH-1, vectors de canarypox que 

porten els gens del VIH-1 rellevants, ARN del VIH-1 autòleg i virions complets 

de VIH-1 autòlegs i inactivats [203-206, 253-255]. 

 

L'ús del VIH-1 complet inactivat com immunogen té l'avantatge sobre els 

altres immunògens del VIH d'oferir la varietat completa de proteïnes virals i la 

conformació natural del virus per induir la resposta immune específica, però, 

també té alguns desavantatges. D'una banda, algunes de les proteïnes 

immunogèniques es troben en baixa quantitat a l'interior de partícules virals, de 

manera que és necessària una alta concentració de virions, i per altra banda, el 

mètode d'inactivació ha de garantir una alta reducció de la infectivitat per no 

comprometre la seguretat del pacient enfront aquest tipus d’immunògen. 

 

Els assaigs clínics en fase I / II de vacunes terapèutiques contra el VIH-1 

en base a CDDM autòlogues polsades amb VIH-1 complet, autòleg i inactivat 

realitzats per Wei Lu (2004) [203] i Felipe García (2005) [204], han demostrat la 

seguretat i l'eficàcia d'aquest mètode per induir la resposta immune cel·lular 

específica. La vacuna del grup de Wei Lu va aconseguir una reducció de la CV 

de més del 90% en 8 dels 18 pacients immunitzats, mentre que la vacuna del 

grup de Felipe García va presentar una disminució de més de 0.5 log de la CV 

en 4 dels 12 pacients vacunats. Les diferències en l’eficàcia entre ambdós 

assaigs podria haver estat causada pel mètode de fabricació de la vacuna i per 

les característiques dels pacients vacunats.  
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4.3 COM AFECTA EL TIPUS DE TRACTAMENT A LA VARIABILITAT 

GENÈTICA DEL VIH-1? 

 

4.3.1 Resistència als fàrmacs antiretrovirals 

 

En la infecció per VIH-1, poden coexistir diferents variants genètiques en 

un mateix pacient. Aquesta heterogeneïtat viral permet al VIH-1 adaptar-se als 

canvis en el medi, seleccionant variants amb una major capacitat replicativa, un 

diferent tropisme cel·lular o bé amb unes característiques adequades per 

escapar a la resposta immune de l’hoste. A més a més, la variabilitat genètica 

del VIH-1 pot modificar la sensibilitat de determinades variants als fàrmacs 

antiretrovirals. De fet, s’han detectat virus portadors de mutacions de 

resistència als inhibidors nucleòsids (NRTI) i no nucleòsids (NNRTI) de la 

transcriptasa inversa i als inhibidors de la proteasa (IP) en pacients no tractats 

prèviament [256, 257]. 

 

Les mutacions de resistència poden estar produïdes per dos mecanismes: 

a) presència de polimorfismes genètics en codons crítics que redueixen l’afinitat 

d’un antiretroviral pel seu lloc d’unió a l’ enzim diana [258], o b) transmissió d’un 

virus amb mutacions de resistència a partir d’un pacient exposat a tractament 

antiretroviral [259, 260]. Els mutants resistents a un determinat antiretroviral es 

troben en baixa concentració abans de l’inici del tractament [256-258], 

probablement degut a que presenten desavantatges cinètiques respecte de les 

soques salvatges [43, 89], de tal manera que si el tractament antiretroviral no 

assoleix una adequada activitat farmacològica (és capaç de suprimir únicament 

la replicació de les soques salvatges), es produirà un sobrecreixement i 

predomini de les variants resistents. És a dir, la pressió ambiental selectiva de 
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la teràpia antiretroviral aporta a aquests mutants l’avantatge competitiva 

necessària per a que, eventualment, representin la població dominant.  

 

Les mutacions de resistència s’han classificat en primàries i secundàries.  

Les mutacions primàries apareixen generalment en les etapes inicials del 

desenvolupament de la resistència, amb freqüència relacionades de manera 

específica amb el fàrmac que les relaciona. Les mutacions secundàries o 

compensatòries, en canvi, s’acumulen en el genoma viral quan ja han aparegut 

una o més mutacions primàries. Les mutacions secundàries per si mateixes 

tenen un efecte mínim o nul en la magnitut de les resistències, encara que en 

general milloren la capacitat replicativa del virus quan està en conjunció amb 

les mutacions primàries. No obstant, les diferències entre mutacions primàries i 

secundàries, o els seus efectes en relació amb la resistència clínica son difícils 

d’establir, per la qual cosa el grup d’experts internacionals de la IAS 

(International AIDS Society) recomana utilitzar aquesta distinció entre 

mutacions primàries i secundàries únicament en els IP. D’altra banda, es poden 

donar mutacions de resistència en qualsevol de les proteïnes diana dels 

fàrmacs antiretrovirals: RT (NRTI, NNRTI), gp41 (inhibidors de la fusió), 

integrasa (inhibidors de la integrasa), proteasa (IP) i inclús a Gag, en lloc de tall 

de la proteasa.  
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4.3.2 Evolució genètica natural del VIH-1 i durant els tractaments 

immunomediats 

 

A part de les mutacions de resistència seleccionades pels fàrmacs 

antiretrovirals, el tractament en si mateix també afecta a l’evolució genètica del 

VIH-1. S’han fet diferents estudis longitudinals en pacients naïve (que no han 

rebut cap tractament) i en pacients en TARGA sobre l’evolució genètica del 

VIH-1, centrant-se bàsicament en  la regió C2V5 del gen env. Aquesta regió és 

l’escollida per les anàlisis de la variabilitat [261,  262] perquè suposa una important 

diana per la resposta immunològica i mostra un elevat grau de variabilitat 

filogenètica.  

 

En pacients infectats per VIH-1 no tractats es mostrà una taxa de 

divergència de l’1% per any aproximadament a partir de la soca inicial [132], 

mentre que la taxa d’evolució nucleotídica en pacients en TARGA és <0,05% 

per any, si aquesta pot ser detectada [263]. 

 

D’altra banda, existeix poca informació sobre l’evolució viral en els pacients 

sotmesos a teràpies immunomediades. Els pocs estudis que s’han presentat al 

respecte es basen en l’evolució viral durant les STI, suggerint-se que aquesta 

podria ser menor que la observada en pacients no tractats [263]. Encara avui en 

dia la variabilitat i l’origen dels virus que apareixen durant les aturades del 

tractament és un tema controvertit i no s’ha arribat a un consens. Alguns autors 

han suggerit que la replicació subjacent durant les STI sigui la responsable de 

la divergència del gen env durant els múltiples cicles d’interrupcions del 

tractament [264]. No obstant, altres estudis han demostrat que els virus que 

apareixen en les STI provenen del reservori viral, és a dir, algunes variants 
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virals preexistents al tractament són les responsables del rebrot viral produït 

durant les aturades del tractament [265]. 

 

Actualment, no es disposa d’informació sobre l’evolució viral en pacients 

que han estat sotmesos a vacunació terapèutica, tot i tractar-se d’una de les 

teràpies immunomediades més rellevants. És de gran interès conèixer com 

afecten aquestes noves estratègies a la variabilitat i a l’evolució del VIH-1, 

doncs al potenciar les respostes específiques contra el VIH-1 suposen una 

pressió selectiva directa sobre els virus. 

 

 El fet que el VIH no pugui arribar a ser controlat de forma efectiva és 

una mostra evident de la necessitat urgent d’entendre els mecanismes que li 

confereixen la capacitat d’adaptar-se davant les pressions selectives. Per tant, 

l’estudi del comportament de les poblacions virals (o quasiespècies) resulten 

importants no solament des d’un punt de vista acadèmic sinó també clínic. 

 

 

4.4 ASSAIG CLÍNIC PILOT FASE I/II DE VACUNA TERAPÈUTICA EN 

PACIENTS VIH-1+ BASADA EN L’ADMINISTRACIÓ DE CÈL·LULES 

DENDRÍTIQUES AUTÒLOGUES CARREGADES AMB EL VIH-1 AUTÒLEG 

INACTIVAT PER CALOR (RESUM DEL PROTOCOL DCV01) 

 

 El grup d’investigació de la sida de l’Hospital Clínic de Barcelona va dur 

a terme un assaig clínic pilot fase I/II amb una vacuna terapèutica de cèl·lules 

dendrítiques, polsades amb virus autòlegs inactivats per calor, en 12 pacients 

amb infecció crònica pel VIH-1 en tractament antiretroviral en estadis 

primerencs de la infecció (protocol DCV01, aprovat per la Agencia Española del 

Medicamento l’any 2001, assaig clínic nº 00_0405, i subvencionat pel Ministerio 
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de Ciencia y Tecnología, SAF2001-2591). Tots els pacients inclosos en l’estudi 

van signar el seu consentiment informat per escrit i el protocol d’estudi va ser 

aprovat pel Comitè Ètic de l’Hospital Clínic de Barcelona. 

 

Els divuit pacients inclosos es caracteritzaren per presentar una infecció 

per VIH-1 crònica i asimptomàtica, presentant uns nivells basals i nadir de 

cèl·lules T CD4 superiors a 500/μl, CV basal >5000 còpies/mL abans de rebre 

cap tractament i una CV <20 còpies/mL mantinguda al menys durant 2 anys 

mentre rebien TARGA. Aquests pacients foren randomitzats (2:1) per a ser 

immunitzats amb cèl·lules dendrítiques mieloides autòlogues polsades ex-vivo 

amb VIH-1 autòleg inactivat per calor (n=12), o bé per ser pacients control 

(n=6). Dos dels pacients control, no obstant, van abandonar l’estudi abans de la 

seva finalització, per causes alienes al mateix. Per tant, aquests subjectes foren 

exclosos, quedant el grup control amb n=4. 

 

A tots els pacients se’ls va interrompre el tractament (stop 1) i quan la CV 

va assolir el pic màxim, només en els pacients que havien de ser immunitzats, 

se’ls realitzaren 3 plasmafèresis per a la obtenció del virus autòleg amb el qual 

es produirien les vacunes. Als pacients control també se’ls va aturar el 

tractament però no foren sotmesos a plasmafèresi, únicament es va recollir una 

mostra de sang per comprovar que també s’assolís un pic de CV. Seguidament 

es va reintroduir el TARGA a tots els pacients, i la CV va disminuir per sota les 

20 còpies/mL en 12 setmanes en tots ells. 

 

Un any i mig després, aproximadament, es varen realitzar 5 

immunitzacions a intervals de 6 setmanes. Una setmana abans de cada 

immunització es va efectuar una extracció de sang perifèrica per a la obtenció 

dels monòcits plasmàtics, els quals es cultivaren ex-vivo durant 8 dies amb 
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reactius aptes per ús clínic, per diferenciar-los a cèl·lules dendrítiques 

derivades de monòcits (CDDM) tal com ho descriuen Engelmayer i 

col·laboradors [266]. 

 

Els virus obtinguts per plasmafèresi es van inactivar per calor a 56ºC durant 

30 minuts i a continuació les CD-DM (mitjana de 2x106 cèl·lules) es polsaren 

amb els virus inactivats 24 hores abans de ser injectades subcutàniament 

(mitjana 5x106 virions per vacuna). La primera immunització va ser un control 

negatiu, immunitzant amb CD-DM no polsades amb VIH-1 (mock). Sis 

setmanes després de l’última immunització (setmana 30) es va interrompre de 

nou el TARGA  i es va fer el seguiment del pacients durant al menys 6 mesos. 

Els pacients control no foren immunitzats però si van seguir un calendari 

d’aturades del tractament igual al dels pacients vacunats (Figura 10).  

 

Els resultats d’aquest estudi foren publicats l’any 2005 [204], concloent que 

la vacuna era factible, segura i que no s’associava a efectes secundaris 

importants  (l’article complet s’adjunta a la pàgina 191). En general no existien 

diferències importants entre el grup de pacients vacunats i el grup control, 

excepte en la CV basal, que en els controls era inferior a la dels pacients 

vacunats (mitjana 3.54 log còpies/mL vs. 4.44 log còpies/mL). Els pacients 

vacunats tenien una mitjana d’edat de 40 anys (entre 29 i 56) i els no vacunats 

de 43 anys (entre 35 i 58) (Taula 6).  
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Els criteris clínics per considerar aquests pacients responedors foren que 

el set-point de CV plasmàtica resultant als 6 mesos de la retirada final del 

TARGA (setmana 54) disminuís �0.5 log10 còpies/mL significativament respecte 

el set-point de CV basal; que el promig del temps de duplicació del rebrot de la 

CV s’allargués significativament en el segon stop respecte el primer, i que 

l’àrea sota la corba (AUC) i el pic del rebrot de CV del segon stop disminuissin 

significativament respecte el primer stop [204]. 



      Introducció 
 

- 54 - 
 
 

  

Figura 10 Disseny de l’estudi. Setanta vuit setmanes abans de rebre la primera immunització es va interrompre el 
TARGA i quan la CV va rebotar es van practicar tres plasmafèresis per obtenir el virus autòleg amb el qual es 
produirien les vacunes. Seguidament es va reintroduir el TARGA, i, en tots els pacients, la CV va disminuir per 
sota les 20 còpies/mL. Setanta vuit setmanes després es varen realitzar 5 immunitzacions a intervals de 6 
setmanes. Una setmana abans de cada immunització es va efectuar una extracció de sang perifèrica per a la 
generació de les CD-DM. Els virus obtinguts per plasmafèresi es van inactivar i a continuació les CD-DM (mitjana 
de 2 x106 cèl·lules) es polsaven amb aquests 24 hores abans de ser injectades subcutàniament (mitjana 5 x106 

virions/vacuna). La primera immunització va ser un control negatiu, immunitzant als pacients amb CD-DM no 
polsades amb VIH-1 (mock).  Sis setmanes després de l’última immunització (setmana 30) es va interrompre de 
nou el TARGA  i es va fer el seguiment del pacients durant al menys 6 mesos. Els pacients control no foren 
immunitzats però si van seguir un calendari d’aturades del tractament igual al dels pacients vacunats. w, setmana. 
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             Introducció

Número de 
pacient Sexe Edat 

(anys) 
CD4/mm3 

basals 

CV plasmafèresis 
per polsar les CD 
(log10 còpies/ml) 

Càrrega Viral  
(log10 còpies/ml) 

Temps de duplicació 
del rebrot de la CV 

(dies) 
Àrea sota la corba 

del rebrot de la CV * Pic del rebrot de la CV * 

 Baselinea Setmana 54 Stop 1 Stop 2 Stop 1 Stop 2 Stop 1 Stop 2 

CASOS 
269 Home 29 793 7.19 4.24 3.30 1.89 2.33 3.39 2.52 5.16 5.30 

262 Home 45 707 7.90 4.58 3.90 1.76 3.95 3.28 1.40 5.07 3.09 

46 Home 56 614 8.22 4.51 3.79 2.67 3.36 3.67 2.61 5.75 4.56 

185 Dona 32 628 8.20 5.10 4.43 1.78 2.59 3.47 3.07 5.00 4.55 

261 Home 30 781 7.07 4.12 4.12 2.23 2.80 2.29 3.20 4.94 4.46 

201 Home 54 588 7.42 3.94 3.92 1.79 3.46 2.82 2.40 5.40 4.51 

168 Home 37 1005 7.63 4.15 4.67 1.96 5.02 3.16 2.15 4.89 4.93 

33 Home 48 763 7.56 4.65 4.80 1.37 1.83 3.48 2.96 6.37 4.92 

158 Home 47 764 7.14 4.02 4.03 1.77 2.73 3.27 3.04 5.35 4.67 

265 Home 28 759 9.11 5.22 5.03 1.82 1.69 4.03 3.93 6.15 5.67 

213 Home 31 948 7.49 4.60 4.63 1.54 1.78 3.55 3.11 5.70 5.42 

207 Home 48 706 7.98 4.11 4.70 2.76 2.30 3.32 3.36 5.14 4.96 

Mitjana  40 754 7.74 4.44 4.27 1.9 2.8 3.32 2.87 5.41 4.75 

SE  3 36 0.16 0.12 0.15 0.12 0.28 0.13 0.19 0.14 0.18 
             

CONTROLS 

228 Dona 43 879 ... 3.07 3.01 6.51 5.14 1.93 1.76 3.86 4.23 

282 Home 58 619 ... 3.74 3.43 5.55 4.95 1.67 1.56 3.89 4.08 

296 Home 35 900 ... 3.64 3.36 4.70 4.08 2.15 2.61 3.96 3.80 

105 Home 39 504 ... 3.73 3.54 2.70 2.56 2.48 3.33 5.19 5.09 

Mitjana  43 725 ... 3.54 3.34 4.86 4.18 2.06 2.31 4.22 4.30 

SE  5 97 ... 0.16 0.11 0.81 0.58 0.17 0.41 0.32 0.28 

Taula 6 Característiques dels pacients vacunats (casos) i dels no vacunats (controls). Els pacients en negreta són els que van tenir una resposta virològica a la vacunació. 
a Mitjana de totes les mesures disponibles per als 2 anys anteriors a l’inici de qualsevol teràpia. * Calculat amb les dades de les 12 primeres setmanes d’interrupció. 
Dades extretes de García et al, 2005 [204]. 
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En els resultats de l’estudi es va observar una disminució del set-point de la CV 

plasmàtica major o igual a 0.5 logs en el 33% dels individus immunitzats (4 dels 12 

pacients), mentre que no es va observar cap canvi en el grup control. Quan es va 

comparar la dinàmica en el rebrot de la CV en els dos períodes d’interrupció del 

tractament, s’observà, en el grup vacunat, un enlentiment en la mitjana del temps de 

duplicació de la CV (p=0.01), una disminució significativa de l’àrea sota la corba 

(p=0.02) i la disminució del valor màxim de CV plasmàtica (p=0.004) en la segona 

interrupció del tractament (stop 2) respecte la primera (stop 1). En el grup control no 

es varen observar diferències en aquests paràmetres entre la primera i la segona 

interrupció del tractament [204] (Taula 6, Figura 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11  Dinàmica de la CV plasmàtica després de la primera i la segona interrupció del TARGA.  Les línies 
contínues i discontínues representen la mitjana de la CV plasmàtica basal (abans de rebre cap tractament) dels 
casos (que foren immunitzats entre el primer i el segon stop, línia discontínua) i dels pacients control (que no foren 
immunitzats, línia contínua). A) Mitjana de la CV plasmàtica en els casos. B) Mitjana de la CV plasmàtica en els 
controls. C) Mitjana de la CV plasmàtica en els casos i els controls després de la primera aturada del TARGA. D) 
Mitjana de la CV plasmàtica dels casos i dels controls després de la segona aturada del TARGA. Figura 
modificada de García et al, 2005 [204]. 
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En aquest estudi es va utilitzar una vacuna terapèutica individualitzada anti-VIH, 

basada en l’administració de cèl·lules dendrítiques autòlogues carregades amb virus 

autòlegs inactivats, factible, segura i que no va provocar efectes adversos importants 

[204]. Aquesta vacuna va poder controlar parcialment la replicació vírica en un 33% 

dels casos després de sis mesos d'interrupció del TARGA i es va observar un 

descens significatiu (0,66 logaritmes) de la càrrega viral en les primeres 12 setmanes 

després de la interrupció, el que es va associar a canvis significatius, encara que 

febles i transitoris, de la resposta limfoproliferativa a l’antigen p24 del VIH-1, de la 

resposta CTL en sang perifèrica i de la xifra de cèl·lules CTL en teixit limfàtic. 

L'activitat neutralitzant del sèrum no va canviar després de les immunitzacions. 

L’efecte d’aquesta vacuna sobre les poblacions virals no ha estat estudiada. 
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L'objectiu principal d'aquesta tesi és, analitzar l'evolució de l’envolta viral del 

VIH-1 en pacients infectats que han estat sotmesos a vacunació terapèutica basada en 

l'administració de cèl·lules dendrítiques autòlogues polsades amb el virus autòleg 

inactivat per calor (DCV01, assaig clínic nº 00_405). 

  

Per assolir aquest objectiu s'han analitzat i comparat els canvis en la seqüència 

de la regió C2V5 de l’envolta viral de les quasiespècies circulants en el plasma abans i 

després de la vacuna. La variabilitat del VIH es manifesta principalment en el gen de 

l’envolta, i concretament en la seva regió C2V5, degut a l’exposició al sistema 

immunològic de les proteïnes que codifica. En aquest estudi s’ha analitzat l’evolució de 

la regió C2V5 de l’envolta viral perquè la seva variabilitat pot tenir coseqüències 

biològiques, tant a nivell dels antígens que es mostraran al sistema immune com a 

nivell de tropisme viral. 
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1. SELECCIÓ DE LES MOSTRES 

 

 Els punts d’interès de cada pacient foren: a) mostra de plasma sanguini basal 

(BS), abans de rebre cap tipus de tractament, b) mostra de plasma sanguini del rebrot 

de la CV durant la primera parada del tractament (stop 1 o S1) en els pacients control i 

mostra del pool de les plasmafèresis utilitzades per preparar l’immunògen en els 

casos, i c) mostra de plasma sanguini del rebrot de la CV durant la segona parada del 

tractament (stop 2 o S2). Les mostres plasmàtiques obtingudes en els rebrots 

d’ambdós stops corresponen a la fase exponencial de la corba descrita per la càrrega 

viral de cada pacient (Figura 12). A partir d’aquestes mostres s’han obtingut les 

poblacions virals en les que es basa aquesta tesi, per tant, a partir d’ara quan ens 

referim al terme població estarem parlant dels virus del moment basal, del primer stop 

o del segon stop. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. OBTENCIÓ DE PLASMA DE SANG PERIFÈRICA 

 

Per a la obtenció del plasma de la sang total, es va partir d’una extracció de 

sang perifèrica del pacient en tubs vacutainer amb EDTA com anticoagulant. Es van 

preparar alíquotes d’un mil·lilitre del plasma resultant i es va enmagatzemar a -80ºC. 

(Veure protocol detallat a l’apartat 1 de l’Annex Mètodes) 

Figura 12 Mostres seleccionades al llarg del tractament per a l’estudi. La línia representa la càrrega 
viral i la fletxa blanca indica el moment quan va tenir lloc a vacunació (en els casos). S’indica també el 
temps aproximat que ha transcorregut entre les mostres seleccionades.
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3. OBTENCIÓ I QUANTIFICACIÓ DE L’ARN DE VIH-1 EN EL PLASMA 

 

La virèmia o càrrega viral plasmàtica (CV) es va determinar utilitzant el sistema 

comercial Amplicor HIV-1 Monitor Test (Roche Molecular Systems, Somerville, 

NJ,USA), seguint les instruccions del fabricant. Aquesta metodologia combina la retro-

transcripció (RT) de l’ARN viral i la reacció en cadena de la polimerasa (PCR) per la 

medició quantitativa en plasma de l’ARN del VIH-1. El seu desenvolupament, descrit 

breument, s’exposa a continuació: en una única reacció s’amplifica una seqüència de 

142 parells de bases (pb) del gen gag del VIH-1.  En la reacció s’utilitza l’enzim rTth 

ADN polimerasa (que té activitat transcriptasa inversa i ADN polimerasa) i primers 

biotinilats en els extrems 5’. L’estàndard de quantificació de l’assaig és una molècula 

sintètica d’ARN no relacionada amb el VIH-1 que presenta els llocs d’unió dels primers, 

idèntics als existents en la seqüència diana del VIH-1. Els productes de l’amplificació 

biotinilats corresponents al VIH-1 i al patró de quantificació es detecten mitjançant un 

assaig immunoenzimàtic en pouets independents de plaques Microtiter. Aquests 

pouets es troben recoberts per sondes d’oligonucleòtids específiques del VIH-1 i del 

patró de quantificació. La quantificació es realitza en la placa Microtiter per dilucions 

seriades quíntuples dels productes de l’amplificació, amb la posterior addició d’un 

conjugat avidina-peroxidasa i el seu subtrat/cromògen específic. La lectura dels 

resultats es realitza en un espectrofotòmetre a 450 nm de longitud d’ona. El número de 

còpies de l’ARN del VIH-1 es calcula a partir del número conegut de còpies de 

l’estàndard de quantificació, de les densitats òptiques obtingudes en les lectures 

corresponents al VIH-1 i al patró de quantificació, i del factor de dilució. El límit de 

detecció de la tècnica és de 20 còpies d’ARN viral per mil·lilitre de plasma (Veure 

protocol detallat a l’apartat 2 de l’Annex Mètodes) 
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4. OBTENCIÓ DE L’ARN DE VIH-1 DE PLASMA PER L’ANÀLISI DE SEQÜÈNCIES 

 

L’extracció de l’ARN viral es va realitzar a partir d’un mil·lilitre de plasma de 

cada mostra, centrifugant a 23.000 rpm 1 hora a 4ºC. Es va descartar el sobrenedant i 

es va procedir a l’extracció amb els reactius comercials QIAamp Viral RNA kit, (Qiagen, 

Hilden, Alemania) seguint les instruccions del fabricant amb modificacions. (Veure 

protocol detallat a l’apartat 3 de l’Annex Mètodes) 

 

 

5. AMPLIFICACIÓ DE LA REGIÓ C2V5 DEL GEN env A PARTIR D’ARN DE VIH-1 

 

 L’amplificació de la regió C2V5 del gen de l’envolta del VIH-1 es va realitzar 

mitjançant la combinació d’una retro-transcripció de l’ARN viral i una PCR (RT-PCR)  i 

una PCR interna o nested (NT-PCR), modificant el mètode descrit per Arnedo-Valero i 

col·laboradors [267].  

 

5.1 RT-PCR 

 

La RT-PCR es realitzà a partir d’ 1 μL i 10 μL d’ARN viral de cada mostra 

amb el sistema comercial SuperScript™ One-Step RT-PCR with Platinum® Taq, 

que conté una mescla d’una retro-transcriptasa (M-MLV RT modificada) i una 

ADN polimerasa per a la síntesi de l’ADNc i l’amplificació per PCR en un sol 

tub. Aquest sistema també inclou una mescla tamponada que proporciona la 

concentració adequada de Mg2+, dNTPs i estabilitzadors. L’especificitat de 

l’amplificació es va potenciar afegint a la reacció 3.5 U de l’ADN polimerasa 

d’alta fidelitat Expand High Fidelity Enzyme (Roche Molecular Biochemicals, 

Manheim, Germany) i els primers específics C2-2S i ED12 (veure Taula 7) a 

una concentració final de 0.4 μM. El volum final de la reacció fou de 50 μL. 
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Es realitzà un cicle de retro-transcripció a 45ºC durant 45 minuts i 

desnaturalització a 94ºC 2 minuts; i 30 cicles d’amplificació segons el perfil 

següent: 10 cicles de desnaturalització a 94ºC 30 segons, hibridació dels 

primers específics 30 segons a 59ºC i elongació de les cadenes 1 minut a 68ºC; 

i 20 cicles amb el mateix patró però amb un increment de 0.5 segons 

d’elongació per cicle. Finalment, es realitzà un cicle únic d’elongació a 68ºC 

durant 10 minuts (veure protocol detallat a l’apartat 4.1 de l’Annex Mètodes). 

 

 

5.2 NT-PCR 

 

La NT-PCR es va dur a terme a partir de 5 μL del producte de la RT-PCR. 

L’amplificació es realitzà amb 3.5 U de l’ADN polimerasa d’alta fidelitat Expand 

High Fidelity Enzyme (Roche Molecular Biochemicals, Manheim, Germany) i els 

primers específics C2FMod i WEAU a una concentració final de 0.4 μM (veure 

Taula 6). El volum final de la reacció fou de 50 μL amb una concentració final 

de 1.5 mM Mg2+. 

 

Posteriorment a una desnaturalització inicial de 2 minuts a 94ºC, es 

realitzaren 30 cicles d’amplificació segons el perfil següent: 10 cicles de 

desnaturalització a 94ºC 30 segons, hibridació dels primers específics 30 

segons a 51ºC i elongació de les cadenes 1 minut a 68ºC; i 20 cicles amb el 

mateix patró però amb un increment de 0.5 segons d’elongació per cicle. 

Finalment, es realitzà un cicle únic d’elongació a 68ºC durant 10 minuts (veure 

protocol detallat a l’apartat 4.2 de l’Annex Mètodes). 
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Els productes obtinguts de l’amplificació s’analitzaren mitjançant una 

electroforesi en gel d’agarosa 1% en tampó Tris-borat EDTA (TBE) i van ser purificats 

mitjançant el sistema comercial GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification 

(Invitrogen, Carlsbad, California) (veure protocols detallats als apartats 5 i 6 de l’Annex 

Mètodes). 

 

 

6. CLONACIÓ DE LA REGIÓ C2V5 DEL GEN env DEL VIH-1 

 

 El clonatge dels productes de PCR purificats (o inserits) es realitzà en el vector 

pGEM-T Easy (Promega Corporation, Madison, WI, USA) mitjançant el sistema de 

lligació comercial DNA Rapid Ligation (Roche Molecular Biochemicals, Manheim, 

Germany). 

 

 

pGEM-T Easy Vector sequence reference points: 
 
T7 RNA polymerase transcription initiation site   1 
Multiple cloning region             10–128 
SP6 RNA polymerase promoter (–17 to +3)         139–158 
SP6 RNA polymerase transcription initiation site                141 
pUC/M13 Rv Sequencing Primer binding site           176–197 
lacZ start codon                   180 
lac operator            200–216 
�-lactamase coding region       1337–2197 
phage f1 region        2380–2835 
lac operon sequences        2836–2996, 166–395 
pUC/M13 Fw Sequencing Primer binding site                      2949–2972 
T7 RNA polymerase promoter (–17 to +3)          2999–3 

 

 

 

Primer Seqüència 3’-5’ Polaritat Posició 

C2-2S CAATGTACACATGGAATTAGGCCA + 6506-6529 
ED12 AGTGCTTCCTGCTCCCAAGAACCCAAG - 7328-7357 
C2FMod TCTGGATCCAACTGCTGTTAAATGGCAGTC + 6534-6563 
WEAU TCTAAGCTTCACTTCTCCAATTGTCCCTC - 7195-7223 
M13_Fw GTTTTCCCAGTCACGAC +  
M13_Rv CAGGAAACAGCTATGAC -  
Taula 7 Sequència nucleotídica i localització dels primers utilitzats en el genoma viral de referència HXB2. 

Figura 13 Esquema del vector pGEM T Easy utilitzat per la clonació del fragment C2V5 de l’envolta del VIH-1. 
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6.1 LLIGACIÓ I TRANSFORMACIÓ EN BACTÈRIES COMPETENTS 

 

La lligació òptima amb el vector pGEM-T Easy va resultar amb una 

proporció molar vector:inserit 1:5, pel que es van emprar 50 ng del vector i 50 

ng del producte de PCR en un volum final de 20 μL. 

 

Per a la transformació es van emprar bactèries competents d’alta 

eficiència (E. coli DH5α, Invitrogen) en alíquotes de 50 μL, a les quals se’ls van 

afegir 5-10 μL de la lligació. Les bactèries es van incubar 30 minuts en gel i es 

van sotmetre a un xoc tèrmic a 37ºC durant 20 segons. Posteriorment se’ls va 

afegir 1 mL de medi SOC i es van incubar 1 hora a 37ºC amb una agitació de 

250 rpm. Es van sembrar les bactèries transformades per duplicat, 20 μL i 

200μL, per extensió en plaques de LB Agar amb ampicil·lina a una concentració 

de 50 μg/mL  (per a la selecció de les colònies recombinants resistents a aquest 

antibiòtic), IPTG (isopropyl-�-D-thiogalactopyranoside) a una concentració de 

0.2 mM i X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-�-D-galactopyranoside) a una 

concentració final de 50 μg/mL (per a la selecció de bactèries recombinants per 

color). 

 

Les plaques es van incubar tota la nit a 37ºC. Es van obtenir, per 

mostra, 10-20 colònies amb ADN recombinant, seleccionades pel seu color 

blanc (veure protocols detallats als apartats 7 i 8 de l’Annex Mètodes). 
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6.2 OBTENCIÓ DE L’ADN PLASMÍDIC (MINIPREPS) 

 

Cada colònia blanca a analitzar es va transferir a 3 mL de medi LB líquid 

amb ampicil·lina 50 μg/mL i es va incubar durant tota la nit a 37ºC amb agitació 

a 250 rpm. Després de centrifugar durant 30 minuts a 3000 rpm, la purificació 

de l’ADN plasmídic obtingut des del sediment de cèl·lules es va realitzar amb el 

sistema comercial QIAprep Spin Miniprep (Qiagen, Hilden, Germany) seguint 

les instruccions del fabricant. 

 

A més, es va comprovar que l’ADN plasmídic obtingut (miniprep) 

contingués l’inserit d’interès mitjançant una PCR senzilla amb 2 μL d’ADN, 

primers específics del vector M13_Fw i M13_Rv a 0.2 μM (veure Taula 7) i 12.5 

μL de Go Taq Green Master Mix (Promega) en un volum final de 25 μL. 

Posteriorment a una desnaturalització inicial de 5 minuts a 94ºC, es realitzaren 

40 cicles d’amplificació segons el perfil següent: desnaturalització a 94ºC 10 

segons, hibridació dels primers específics 10 segons a 50ºC i elongació de les 

cadenes 2 minuts a 68ºC. Finalment, es realitzà un cicle únic d’elongació a 

68ºC durant 10 minuts i es comprovà la presencia d’inserit en un gel a l’1% 

d’agarosa amb TBE (veure protocols detallats als apartats 9 i 10 de l’Annex 

Mètodes). 
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7. OBTENCIÓ DE LA SEQÜÈNCIA NUCLEOTÍDICA DE LA REGIÓ C2V5 

 

Les minipreps d’ADN recombinant obtingudes proporcionaren les seqüències 

de les diferents variants que conformen la població viral d’un pacient en un moment 

determinat. Es va emprar el mètode Dideoxy chain-termination (ABI PRISM Ready 

Reaction Amplitaq Fs, DyeDeoxy Terminators, Applied Biosystems) per seqüenciar 

aquestes minipreps. 

 

Les reaccions de seqüenciació es realitzaren a partir de 2 μL de miniprep amb 

una concentració final de primer (M13_Fw o M13_Rv, veure Taula 7) de 0.5 μM, 1 μL 

BigDyeTerminator v3.1 i 1.5 μL de tampó 5x (Applied Biosystems) en un volum final de 

10 μL. Posteriorment a una desnaturalització inicial de 5 minuts a 94ºC, es realitzaren 

40 cicles d’amplificació segons el perfil següent: desnaturalització a 94ºC 10 segons, 

hibridació dels primers específics 10 segons a 50ºC i elongació de les cadenes 2 

minuts a 60ºC. Finalment, es realitzà un cicle únic d’elongació a 72ºC durant 10 minuts. 

Seguidament, les reaccions de seqüenciació es purificaren pel sistema comercial 

Montage SEQ96 Sequencing Reaction Cleanup de Millipore (veure protocols detallat a 

l’apartat 11 de l’Annex Mètodes). 

 

La detecció de les seqüències es va realitzar mitjançant electroforesi capil·lar 

en equips ABI Prism 3700 i ABI Prism 3730xl DNA Analyzer (Applied Biosystems, 

Westerland, Germany) a la Unitat de Genòmica del Parc Científic de Barcelona. 
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8. ANÀLISI DE LES SEQÜÈNCIES 

 

Els electroferogrames obtinguts foren editats, compilats i traduïts a aminoàcids 

(quan fou necessari) amb el software BioEdit Sequence Alignment Editor v7.0.1 (Isis 

Pharmaceutical Inc.) per obtenir la seqüència completa de cadascun dels clons 

moleculars. 

 

Els alineaments múltiples de les seqüències nucleotídiques i d’aminoàcids es 

van realitzar mitjançant l’aplicació ClustalW implementada en el programa informàtic 

lliure MEGA4 [268] (http://www.megasoftware.net). Posteriorment, els alineaments 

obtinguts es van editar i corregir manualment per assegurar que la pauta de lectura fos 

la correcta. 

 

Les seqüències de referència emprades en les diferents anàlisis van ser 

obtingudes a la base de dades on-line de Los Álamos (http://www.hiv.lanl.gov). Les 

seqüències consens de cada població es van generar amb l’aplicació Consensus 

Maker de la mateixa  base de dades. 

 

 

9. ANÀLISIS PROTEIQUES 

 

9.1 GLICOSILACIÓ 

 

El nombre de N-glicosilacions de cada seqüència individual es va calcular 

en base als llocs potencials de glicosilació NXS i NXT (N=asparagina, 

X=qualsevol aa, S=serina i T=treonina), mitjançant l’aplicació N-GlycoSite de la 

base de dades on-line de Los Álamos (http://www.hiv.lanl.gov). 
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9.2 NOMBRE i CANVI D’AMINOÀCID 

 

El número d’aminoàcids totals de cada seqüència i el número de posicions 

mutants respecte la seqüència consens (número de canvis d’aminoàcid) s’han 

calculat manualment a partir dels alineaments de seqüències aminoacídiques 

de cada població. 

 

 

9.3 COMPLEXITAT 

 

La complexitat viral s’ha calculat a partir de les seqüències aminoacídiques 

de cada població. Les diferents variants virals (i, j, k, etc) de cada població 

s’han localitzat amb el programa lliure DAMBE [269] i la freqüència que 

cadascuna d’elles ocupa dins la població (pi) s’ha calculat manualment a partir 

de la fórmula pi = (ni / N), on ni és el número de seqüències de cada tipus que 

trobem en la població i N és el número total de seqüències. 

 

Pel càlcul de l’entropia com a índex de complexitat, ens hem basat en la 

fórmula de la teoria de la informació de Shannon i Weaver (1963): S=-�(pi ln pi), 

on pi és la freqüència de cada tipus de seqüència diferent que trobem en la 

població (veure paràgraf anterior). 

 

L’entropia normalitzada pel número de seqüències analitzat en cada cas es 

calcula com: Sn=S/lnN, on N és el nombre total de seqüències que hem obtingut 

en cadascuna de les poblacions. Sn té uns valors compresos entre 0 i 1, on 0 

correspon a la homogeneïtat total de la població i 1 correspon a la màxima 

complexitat.  
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9.4 INFERÈNCIA DE LA UTILITZACIÓ DE CORRECEPTOR 

 

Per predir l’ús del coreceptor de cada clon, es va localitzar la regió de 35 

aminoàcids corresponent al loop V3 en els alineaments de seqüències de 

cadascun dels pacients de l’estudi. A partir de les seqüències aminoacídiques 

de V3, i mitjançant comparació de seqüències amb tropisme conegut, es va 

obtenir una puntuació PSSM (position-specific scoring matrix; B subtype SI/NSI 

matrix, http://indra.mullins.microbiol.washington.edu/), a partir de la qual es va 

inferir el tropisme viral de cada variant [270]. Aquesta eina bioinformàtica ha 

presentat una bona concordància amb els tests fenotípics d’ús de coreceptor 

del VIH-1 [271]. 

 

 

10. ANÀLISIS FILOGENÈTIQUES 

 

La relació filogenètica de totes les seqüències obtingudes de cadascun dels 

pacients de l’estudi es realitzà utilitzant el software MEGA4 [268] 

(http://www.megasoftware.net). Les matrius de distàncies es van calcular mitjançant el 

model de dos paràmetres de Kimura i s’utilitzaren com a base per la construcció dels 

arbres filogenètics mitjançant el mètode del veí més pròxim (neighbor-joining). La 

robustesa estadística dels arbres filogenètics es provà mitjançant un remostratge de 

1000 rèpliques (“bootstrap”) dels alineaments múltiples. Els arbres filogenètics es van 

editar amb l’aplicació TreeExplorer del mateix programa.  

 

Amb aquest procediment també es va realitzar un anàlisi conjunt  de totes les 

seqüències de l’estudi per descartar la contaminació creuada entre les diferents 

mostres dels pacients. 
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10.1 DIVERSITAT I DIVERGÈNCIA GENÈTICA 

 

La diversitat i la divergència són la distància genètica mitjana que hi ha 

entre les seqüències nucleotídiques d’una població (diversitat) o dues 

poblacions separades en el temps (divergència). La distancia genètica és una 

mesura que ens indica quant diferents són dues seqüències nucleotídiques, o 

en aquest cas, un grup de seqüències entre elles. Ambdós paràmetres es van 

calcular utilitzant el software lliure MEGA4 [268] (http://www.megasoftware.net). 

Es va obtenir la distància genètica mitjana i l’error estàndar (SE) mitjançant un 

remostratge (bootstrap) de 1000 rèpliques en cada anàlisi. 

 

 

10.2 PRESSIÓ SELECTIVA 

 

La presència o absència de pressió selectiva s’ha testat amb el 

programa SWAPSC [272] prèvia obtenció dels paràmetres necessaris per 

aquesta anàlisi amb el software PALM4.2 [273]. Cal remarcar que SWAPSC és 

un mètode conservador a l’hora de detectar selecció positiva d’una població o 

d’un clon concret, ja que té en compte l’efecte de la selecció positiva sobre la 

taxa de substitució sinònima. Aquest software calcula la probabilitat que es 

dónin substitucions sinònimes (dS), substitucions no-sinònimes (dN) i la relació 

entre elles (ω, dN/dS) en cada branca de l’arbre filogenètic, obtenint així un 

valor per cada virus (o grup de virus) relacionat genèticament amb un altre (o 

altres). Recordem que quan ω=1 les probabilitats que es dóni una substitució 

sinònima (que no produeix canvi d’aminoàcid) o una no-sinònima (que produeix 

canvi d’aminoàcid) són les mateixes, el que implica una evolució neutra, ja sigui 

perquè una contrarresta l’altre o bé perquè no hi ha hagut selecció. Quan ω>1, 
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la probabilitat que es dóni una substitució no-sinònima és superior a la que es 

dóni una sinònima, el que comporta una selecció positiva darwiniana. Quan 

ω<1, la probabilitat que es dóni un canvi sinònim és superior a la que es dóni un 

no-sinònim, implicant una pressió estabilitzadora, el que també es denomina 

pressió negativa, doncs suposa una evolució més conservadora al llarg del 

temps del que s’espera. Quan ω=0, dN=0 i dS>0, s’entén que hi ha una 

saturació de substitucions sinònimes en detriment de les no-sinònimes, i quan 

ω=∞, dN>0 i dS=0, es suposa una acceleració de canvis no-sinònims. 

 

 

11. ANÀLISIS ESTADÍSTIQUES 

 

Tots els càlculs estadístics de les dades obtingudes es van realitzar amb el 

programa GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Incorporated). La prova estadística 

s’indica en cada cas. Les diferències observades entre pacients vacunats i no 

vacunats, i entre vacunats responedors i no responedors, no obstant, no s’han pogut 

analitzar estadísticament degut a l’insuficient nombre d’individus en el grup control i en 

el grup responedor. Davant aquesta limitació, quan ha estat possible, s’han comparat 

les poblacions dels pacients immunitzats abans i després de la vacunació per saber si 

aquesta intervenció terapèutica tenia un efecte sobre els diferents paràmetres virals. 
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1. DESCRIPCIÓ DE LES MOSTRES 

 

1.1 CÀRREGA VIRAL, TEMPS DE REBROT I CLONS OBTINGUTS 

 

Per dur a terme l’estudi de les poblacions virals d’aquests pacients, es van 

seleccionar mostres de plasma de cada pacient obtingudes en els tres punts 

d’interès: la mostra basal (BS) corresponia a la primera mostra de plasma 

disponible del pacient, abans de rebre cap tipus de tractament antirretroviral; la 

mostra S1 corresponia al primer STOP, amb una mediana de 8 setmanes 

sense TARGA en els pacients vacunats i d’11 setmanes en els no vacunats; i la 

mostra S2 corresponia al segon STOP, amb una mediana 5 setmanes sense 

TARGA en els pacients vacunats i de 7 setmanes en els pacients no vacunats 

(Taula 8).  

 

Totes les mostres utilitzades tenien CV detectable i elevada. En els 

pacients vacunats, la CV mediana va ser de 4.11 log10 cp/mL (IQR 3.94-4.91) 

en la mostra BS, 4.35 log10 cp/mL  (IQR 3.96-4.89) en la mostra S1 i de 4.53 

log10 cp/mL  (IQR 3.94-4.85) en la mostra S2.  En els pacients no vacunats, la 

CV mediana va ser de 3.48 log10 cp/mL  (IQR 2.32-4.46) en la mostra BS, 4.18 

log10 cp/mL  (IQR 3.17-5.87) en la mostra S1 i de 3.98 log10  (IQR 3.31-4.21) 

cp/mL en la mostra S2.  No va haver diferències en la CV de les mostres de 

pacients vacunats i pacients control (Taula 8). 
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                                                                                                                                                                                          R
esultats

                      
 BASAL  STOP 1  STOP 2 

 TR CV Clons  TR CV Clons  TR CV Clons 

CASOS            
46 - 4,91 18  7 4,97 20  5 3,60 11 
185 - 4,96 9  8 4,94 17  5 4,55 20 
262 - 4,54 17  8 4,64 20  9 3,09 18 
269 - 4,11 10  8 3,85 10  4 5,30 16 
33 - - -  12 4,31 20  9 4,90 17 
158 - 4,21 18  8 3,89 10  5 3,83 11 
168 - 3,94 19  8 4,38 16  5 5,49 15 
201 - 4,05 20  6 4,17 17  6 4,51 6 
207 - 3,91 11  8 4,73 17  6 4,70 12 
213 - 3,10 12  12 4,24 18  10 4,63 20 
261 - 4,09 16  11 3,81 12  4 4,47 15 
265 - 5,22 15  10 5,86 19  2 4,26 7 
Mediana - 4,11 16 8 4,35 17  5 4,53 15 

IQR - (3,94-4,91) (11-18) (8-10,75) (3,96-4,89) (13-19,75)  (4,25-8,25) (3,94-4,85) (11-17,75) 

            
CONTROLS            
105 - 3,45 18  2 6,19 11  3 4,15 20 
228 - 1,94 17  14 3,08 11  8 4,23 13 
282 - 4,78 17  13 3,44 19  6 3,15 13 
296 - 3,51 17  9 4,92 18  10 3,81 15 

Mediana - 3,48 17  11 4,18 14,5  7 3,98 14 

IQR - (2,32-4,46) (17-17,75)  (3,75-13,75) (3,17-5,87) (11-18,75)  (3,75-9,5) (3,31-4,21) (13-18,75) 

Taula 8 Característiques de les mostres de plasma de cada pacient  en el moment Basal, Stop 1 i Stop 2.  S’indica la CV (log10 cp/mL) de cada 
mostra utilitzada i el número de clons virals (o seqüències nucleotídiques) que es van obtenir de cadascuna d’aquestes mostres. En les columnes 
corresponents a les aturades del tractament s’anota el temps que ha transcorregut (en setmanes) des que es va interrompre el TARGA (TR, temps 
de rebrot). En cursiva, es mostren les medianes de CV, nombre de clons i temps de rebrot de cada grup de pacients en cada punt d’estudi, i entre 
parèntesi, el rang inter-quartil (IQR). En negreta es ressalten els pacients amb resposta virològica a la vacunació.  
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Es va extreure l’ARN viral de 

les mostres de plasma descrites, es 

va retrotranscriure i amplificar per 

nested-PCR un fragment de 650 pb 

corresponent a la regió C2V5 del 

gen de l’envolta del VIH-1 (Figura 

14). El producte de PCR es va 

clonar mitjançant un vector comercial en bactèries competents DH5�.  Es va 

seqüenciar la regió C2V5 del gen de l’envolta viral (env) dels diferents clons, 

obtenint entre 6 i 20 seqüències nucleotídiques per mostra (Taula 8). 

 

 

1.2 CONTROL DE QUALITAT 

  

Abans d’analitzar les poblacions, es va comprovar que no hi havia hagut 

contaminació creuada entre pacients deguda a la manipulació de l’elevat nombre 

de mostres d’aquest estudi. Amb aquest objectiu es va construïr un arbre 

filogenètic amb totes les seqüències virals que s’havien obtingut. Com a control 

es van incloure les seqüències dels diferents virus de referència que s’utilitzen 

habitualment en el nostre laboratori (VIH-1BaL, VIH-1NL4.3 i VIH-1HXB2). 

 

Les seqüències de cada pacient i de cada virus control es van segregar 

en clusters separats, indicant que no va haver-hi contaminació creuada entre les 

diferents mostres de l’estudi (Figura 15).  

 

 

 

 

Figura 14 Amplificació del fragment C2V5 del gen env 
del VIH-1 sobre gel d’agarosa 1%. Carril 1: Marcador 
de pes molecular (Low DNA Mass Ladder, Invitrogen). 
Carril 2 a 15: Amplificació del fragment, sobre les 
mostres 46BS, 269S1, 46S2, 207S2, 261S2, 269S2, 
168S2, 185S2, 201S2, 261BS, 269BS, 201BS, 265BS 
i 265S2. Carril 16: Control negatiu. Carril 17: Control 
positiu (NL4.3). BS: basal, S1: stop 1, S2: stop 2. 
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Figura 15 Control de qualitat de les mostres utilitzades a l’estudi. S’ha construït un arbre filogenètic amb totes 
les seqüències de C2V5 obtingudes i tres virus VIH-1 de referència (BaL, HXB2 i NL4.3).  Les seqüències de 
cada pacient s’han agrupat en clusters separats amb un bootstrap elevat, el que indica que no hi ha hagut 
contaminació creuada entre pacients. S’han ressaltat aquests clusters amb cercles. En color negre es 
destaquen els pacients responedors. 
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2. CARACTERITZACIÓ PROTEICA  

 

Una de les característiques més destacables de la replicació del VIH-1 és 

l’elevada taxa d’error de la retrotranscriptasa. Aquest enzim introdueix mutacions en el 

genoma del virus durant la retrotranscripció de l’ARN viral, el que desemboca en una 

elevada heterogeneïtat, tant genètica com també a nivell de proteïna. Aquest fet és 

especialment important en l’envolta viral a causa de la seva exposició al sistema 

immunològic, i pot tenir conseqüències biològiques, com el canvi dels antigens que es 

presentaran al sistema immunològic o el tropisme viral. En aquest apartat, s’ha  

caracteritzat l’envolta viral abans i després de la vacunació amb cèl·lules dendrítiques 

carregades amb virus autòlegs, i s’ha analitzat si aquesta intervenció terapèutica té un 

efecte sobre aquesta proteïna. 

 

2.1 GLICOSILACIÓ DE C2V5 

 

Un dels mecanismes que té el VIH-1 per escapar a la resposta 

immunològica humoral és glicosilant les proteïnes més exposades al medi, ja 

que aquest fenòmen pot crear una mena d’escut glicà que impedeixi la unió 

d’anticossos.  L’envolta viral, i concretament la seva regió C2V5, és precisament 

la proteïna que es troba més exposada al sistema immune, pel que es van 

analitzar els aminoàcids susceptibles de glicosilació d’aquesta regió en les 

diferents etapes d’aquest estudi. 

 

L’anàlisi global indicà una elevada heterogeneïtat en el número de 

glicosilacions de la regió C2V5 de l’envolta viral en les quasiespècies de tots els 

pacients, en al menys dues de les tres poblacions estudiades: Basal, Stop 1 i 

Stop 2 (Figura 16A). 
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Figura 16A Representació del número de glicosilacions en la regió C2V5 de cada clon viral estudiat de cada 
pacient en els tres punts d’estudi (Basal, Stop 1 i Stop 2). Els pacients que presentaren resposta virològica a la 
vacunació s’han subratllat. 
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Figura 16A Continuació 
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En els pacients vacunats, la mediana va ser de 15 glicosilacions en la 

població basal, 15 en el primer stop i 14 en el segon stop. En els pacients no 

vacunats, la mediana fou de 13 glicosilacions en la població basal, 13 en el 

primer stop i 14 en el segon stop (Taula 9).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

No es van trobar diferències 

entre pacients vacunats i pacients 

controls respecte al número de 

glicosilacions de la regió C2V5 de 

l’envolta viral, així com tampoc no  va 

haver-hi diferències en la distribució 

d’aquests llocs de glicosilació entre 

els diferents pacients (Figura 16B). 

Els llocs de glicosilació no es distribuïen homogèniament al llarg de la seqüència 

de C2V5, sinó que es va observar un enriquiment de llocs de glicosilació, 

especialment en V4 (Figura 16B). Aquesta distribució dels llocs de glicosilació de 

C2V5 fou bastant conservada, tant entre pacients, com entre les diferents 

poblacions analitzades.  

 

 

 BASAL  STOP 1  STOP 2 
         

CASOS         

Mediana (IQR) 15 (11-16)  15 (12-16)  14 (12-17) 

     Responedors 15 (14-15)  14 (14-14)  14 (13-15) 

     No Responedors 15 (13-15)  15 (14-16)  14 (14-15) 
         

CONTROLS         

Mediana (IQR) 13 (8-16)   13 (9-16)  14 (10-17) 

Taula 9 Número de glicosilacions de la regió C2V5 de l’envolta viral per cada grup de 
pacient en cadascuna de les poblacions estudiades (Basal, Stop 1 i Stop 2). S'indica la 
mediana del nombre de glicosilacions per cada grup i el corresponent IQR entre parèntesi. 

Figura 16B Distribució dels llocs potencials de 
glicosilació de la regió C2V5 en totes les poblacions de 
tots els pacients inclosos en l’estudi. Cada barra 
representa el % de clons d’una població (BS, S1 o S2) 
que presenten un lloc de glicosilació en la posició 
corresponent de C2V5. Les regions variables del 
fragment analitzat es destaquen en sombrejat. 
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2.2 INSERCIÓ I DELECIÓ A C2V5 

 

Un dels factors que poden influenciar la variabilitat del VIH-1 és l’inserció o 

deleció de nucleòtids en els seus genomes. Aquest tipus de mutacions, a part 

que poden desviar el marc de lectura, es tradueixen en un canvi en la longitud de 

les proteïnes virals. Per conèixer si durant aquesta intervenció terapèutica s’han 

produït canvis en aquest aspecte, es va calcular el número d’aminoàcids del 

fragment C2V5 de l’envolta viral de cadascun dels clons que conformaven les 

tres poblacions d’interès (Basal, Stop 1 i Stop 2). 

 

Es va observar, en tots els pacients, que la longitud de C2V5 variava al llarg 

del temps, el que indicà que va haver-hi fenòmens d’inserció i depleció 

d’aminoàcids. També s’observà que la majoria dels virus d’una mateixa població 

presentaven diferent número d’aminoàcids entre ells; només el 25% de les 

poblacions estudiades (12/47) tots els virus tenien la mateixa llargada de C2V5, 

de les quals, 3 són poblacions basals, 2 són poblacions del primer stop i 7 

corresponen al segon stop (Figura 17). 

 

En els casos, la longitud mediana de C2V5 de la població basal va ser de 

202 aminoàcids,  la  del stop 1 fou de 204 aminoàcids i la del stop 2 fou de 202 

aminoàcids.  En els controls, va ser de 203 aminoàcids en la població basal, de 

204 aminoàcids en el primer stop i de 203 aminoàcids en el segon stop (Taula 

10). En general, en cada pacient, les poblacions amb certs tamanys van anar 

seleccionant-se en el temps, donant lloc a poblacions de mida més homogènia 

en el segon stop respecte a la població basal i la del primer stop. Degut que 

aquesta característica s’observà tant en els vacunats com en els no vacunats, 

probablement aquest fenòmen de selecció fos degut a les aturades del 

tractament que per la pròpia vacuna. 
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Figura 17 Longitud del fragment C2V5 de l’envolta del VIH-1 (expressat en número d’aminoàcids) de cadascun 
dels clons analitzats en cada pacient en el moment basal, Stop 1 i Stop 2. Els pacients reponedors a la vacunació 
es mostren subratllats.
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 Figura 17 Continuació 
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 B A S A L  S T O P  1  S T O P  2 

         

CASOS         
46 202 (202-202)  199 (199-202)  199 (199-199) 

185 200 (200-204)  200 (200-204)  200 (172-200) 

262 207 (199-207)  206 (202-207)  207 (201-212) 

269 198 (196-200)  201 (198-201)  198 (198-198) 

33 - -  204 (197-208)  207 (207-207) 

158 201 (198-208)  204 (201-213)  202 (202-202) 

168 204 (204-205)  206 (204-206)  206 (206-206) 

201 201 (200-203)  205 (205-205)  205 (205-205) 

207 209 (209-209)  206 (202-216)  202 (202-209) 

213 199 (199-206)  205 (204-205)  200 (199-205) 

261 203 (196-208)  201 (201-203)  201 (200-201) 

265 203 (203-203)  203 (203-203)  198 (198-198) 

         
CONTROLS         

105 205 (198-208)  205 (199-207)  199 (195-199) 

228 199 (199-200)  207 (199-207)  207 (207-208) 

282 204 (201-206)  202 (201-204)  203 (201-203) 

296 202 (201-203)  203 (201-203)  203 (203-204) 

Mediana Casos (IQR) 202 (200-204)   204 (201-205)   202 (199-206) 

               Responedors 201 (198-206)  201 (199-204)  200 (198-205) 

         No Responedors 203 (201-204)  205 (203-206)  202 (200-206) 

Mediana Controls (IQR) 203 (200-204)   204 (202-207)   203 (200-206) 

Taula 10 Longitud de C2V5 (en número d’aminoàcids) de cada pacient en cadascuna de les poblacions estudiades 
(Basal, Stop 1 i Stop 2). S'indica la mediana de la longitud observada en tots els clons de la població corresponent i 
entre parèntesi s'apunta la longitud mínima i màxima observada en cada cas. A la part inferior de la taula, en 
cursiva, s’indica la mediana de la longitud de C2V5 per cada grup de pacients i el rang interquartil (IQR). En negreta 
es remarquen els pacients que presenten resposta virològica a la vacunació. 

 

 

2.3 CANVI D’AMINOÀCID 

 

La replicació del VIH-1 implica l’introducció de mutacions, sobretot en 

proteïnes exposades al sistema immunològic. L’envolta viral, i en especial la 

regió C2V5, és una de les proteïnes més susceptibles a patir canvis d’aminoàcid 

degut a la seva localització superficial en la partícula vírica. En aquest estudi s’ha 

analitzat la freqüència de mutació (o canvis d’aminoàcid) en la regió C2V5 de 
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l’envolta viral en les diferents etapes, i s’ha avaluat si la vacunació terapèutica hi 

tenia algun efecte. 

 

El nombre de canvis d’aminoàcid de cada població es va calcular comptant 

totes les posicions mutades en un o varis clons respecte la seqüència proteica 

consens de la població (Taula 11). El número de canvis d’aminoàcid no es va 

relacionar amb la longitud de la seqüència consens corresponent (Test de 

Spearman; r -0.113, p=0.451, Figura 18). 

 

 B A S A L  S T O P  1  S T O P  2 

      

CASOS      
46 19  27  8 

185 35  23  9 

262 25  31  26 

269 38  26  15 

33 -  16  13 

158 44  54  32 

168 15  28  15 

201 29  5  3 

207 14  19  21 

213 17  12  17 

261 29  21  38 

265 15  22  5 

      
CONTROLS      

105 58  37  17 

228 21  13  14 

282 17  13  14 

296 27  32  27 

Mediana Casos (IQR) 25 (15-35)  23 (17-28)  15 (8-25) 

               Responedors 30 (21-37)  27 (24-30)  12 (8-23) 

         No Responedors 17 (15-29)  20 (13-27)  16 (7-29) 

Mediana Controls (IQR) 24 (18-50)  23 (13-38)  16 (14-25) 

Taula 11 Número d'aminoàcids variables de la regió C2V5 respecte la seqüència consens, en 
cadascuna de les poblacions d’estudi: Basal, Stop 1 i Stop 2.. En cursiva, es mostren les 
medianes del  nombre d’aminoàcids variables, per grup de pacients, i entre parèntesi, el rang 
inter-quartil (IQR). En negreta es ressalten els pacients responedors a la vacunació 
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En els pacients vacunats, es va trobar una mediana de 25 mutacions en la 

població basal, 23 en el primer stop i de 15 en el segon stop. En els pacients no 

vacunats, es van detectar 24 canvis d’aminoàcid en la població basal, 23  en el 

stop 1 i 16 en el stop 2 (Taula 11). 

 

En el grup de pacients vacunats, s’observà una disminució en el número de 

mutacions després de la vacunació (en el segon stop), deguda principalment als 

responedors; encara que no resultà estadísticament significativa (Wilcoxon 

signed rank test; S1-S2 p=0.071) i aquesta disminució en el nombre de 

mutacions també s’observà en els pacients control (Figura 19). 

 

Dins els pacients vacunats, s’observaren certes diferències entre individus  

responedors i no responedors. En els pacients responedors, el número de canvis 

d’aminoàcid presentava una disminució al llarg de l’estudi, més acusada, 

sobretot, després de les vacunacions. En els no responedors, en canvi, el 

nombre de mutacions, tot i disminuir també en el segon stop, es va mantenir més 

o menys homogeni al llarg de l’estudi  (Taula 11, Figura 19).   

 

El número limitat de pacients analitzats en cada grup, vacunats i controls, 

no permet concloure que el menor número de canvis observats en les poblacions 

virals després de la vacuna sigui una conseqüència de la resposta immune 

induïda per la vacunació. 

Figura 18 Relació entre número de canvis 
d’aminoàcid observats i la longitud de C2V5 (en 
número d’aminoàcids) en cadascuna de les mostres 
utilitzades en aquest estudi. No existeix correlació 
entre el nombre de mutacions i el número 
d’aminoàcids del fragment analitzat (Test de 
Spearman; r -0.113, p = 0.451). 
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2.4 COMPLEXITAT VIRAL 

 

El fet que el VIH-1 repliqui amb una alta taxa d’error fa que la composició 

viral de les poblacions resultants sigui variable en funció del número i freqüència 

de variants virals que formin aquestes poblacions. En aquest treball s’ha analitzat 

quina complexitat presentaven les poblacions virals abans i després de rebre la 

vacunació terapèutica, i si aquesta tenia algun efecte sobre la complexitat viral. 

 

En primer lloc,  es va calcular la freqüència que cadascuna de les diferents 

variants virals ocupaven dins de cada població (pi), i, a partir d’aquestes dades 

es va analitzar la complexitat mitjançant el càlcul de l’entropia de Shannon 

normalitzada (Sn) de cada població, obtenint, d’aquesta manera, un valor únic 

que permetia quantificar aquesta complexitat. 

 

La complexitat viral fou elevada en tots els pacients. En dos dels pacients 

vacunats (168, no responedor, i 185, responedora) s’advertia que en el segon 

stop havia reaparegut una variant del primer stop amb una major freqüència 

(Figura 20). 

Figura 19 Número de canvis d’aminoàcid en les tres 
poblacions estudiades (basal, stop 1 i stop2) de cada 
pacient. En color negre s’han representat els pacients 
responedors. No s’han vist diferències entre pacients 
vacunats i pacients control. En els casos, s’observa 
una disminució en el nombre de mutacions després de 
la vacunació. No obstant, aquesta disminució no és 
estadísticament significativa: BS-S1 p=0.893; BS-S2 
p=0.058; S1-S2 p=0.071 (Wilcoxon signed rank test).
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Figura 20 Representació de les diferents variants virals que conformen cada població al llarg de l’estudi (basal, 
stop 1 i stop 2) segons la freqüència (pi, %) que cadascuna d’elles ocupa dins la corresponent població. Cada caixa 
representa una variant viral diferent (ni); únicament aquelles que reapareixen es representen en color. 
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Figura 20 Continuació 
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La Taula 12 mostra l’entropia de Shannon normalitzada (Sn) com a índex de 

complexitat de cada població. La Sn té en compte les freqüències d’aparició de 

cada variant (pi) així com el número total de variants de la població (n). Un valor 

Sn=0 és indicador d’homogeneïtat total, mentre que Sn=1 suposa la màxima 

complexitat (totes les variants de la població són diferents). 

 

  BASAL  STOP 1  STOP 2 
      

CASOS      
46 0.832  0.843  0.250 
185 0.785  0.698  0.672 
262 0.778  0.923  0.923 
269 0.940  1  0.865 
33 -  0.811  0.381 
158 0.814  1  0.842 
168 0.828  0.769  0.632 
201 0.899  0.308  0.694 
207 0.612  0.904  0.814 
213 0.482  0.730  0.714 
261 0.842  0.952  0.934 
265 0.852  0.954  0.409 
      
CONTROLS      
105 0.868  0.751  0.504 
228 0.915  0.790  0.676 
282 0.846  0.894  0.834 
296 0.835  0.698  0.718 

Mediana Casos (IQR) 0.828 (0.778-0.852)   0.874 (0.740-0.953)   0.704 (0.465-0.859) 

        Responedors 0.809 (0.780-0.913)  0.883 (0.734-0.981)  0.769 (0.356-0.909) 
        No Responedors 0.828 (0.612-0.852)  0.858 (0.740-0.954)  0.704 (0.465-0.835) 

Mediana Controls (IQR) 0.857 (0.838-0.903)   0.771 (0.711-0.868)   0.697 (0.547-0.805) 

Taula 12 Entropia de Shannon normalitzada (Sn) en cadascuna de les poblacions estudiades, Basal, 
Stop 1 i Stop 2, a partir de les seves seqüències d’aminoàcids. En cursiva s’indica la mediana de la Sn 
per cada grup de pacient i, entre parèntesi, el rang interquartil (IQR). En negreta s’han remarcat els 
pacients amb resposta virològica a la vacunació. 

 

 

S’observà una gran complexitat en totes les poblacions estudiades: en els 

pacients vacunats, la Sn mediana de la població basal fou de 0.828, en el primer 

stop, de 0.873 i en el segon stop, de 0.704. En els pacients control, la Sn 

mediana va ser 0.857 en la població basal, 0.771 en el primer stop, i 0.697 en el 

segon stop. No es van observar diferències entre pacients vacunats i controls 
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respecte la Sn de les poblacions ni tampoc entre vacunats responedors i no 

responedors. 

 

En els pacients vacunats, es va veure una disminució de la Sn després de la 

vacunació, sent aquesta menor complexitat detectada estadísticament 

significativa (Wilcoxon signed rank test; S1-S2 p=0.024). Aquest resultat 

suggeria que la vacunació podia ser causa de la menor complexitat de les 

poblacions virals. Tot i així no es pot descartar que aquesta disminució també 

podia haver sigut deguda al fet d’interrompre dues vegades el tractament, ja que 

també s’observava en els pacients control (Figura 21).  

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.5 TROPISME VIRAL 

 

La variabilitat genètica del VIH-1 té conseqüències en les propietats 

biològiques de les partícules virals. Una de les més importants és la capacitat de 

poder infectar diferents tipus cel·lulars, en funció del correceptor cel·lular (CCR5 

o CXCR4) que utilitzin aquests virus per entrar a les cèl·lules hoste. La unió del 

virus amb un o altre correceptor ve condicionada per la seqüència del loop V3 de 

la proteïna de l’envolta viral, essent, doncs, aquesta regió la que determina el 
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Figura 21 Entropia de Shannon 
normalitzada (Sn) de cada pacient en el 
punt basal, stop 1 i stop 2, calculada a 
partir de les seqüències d’aminoàcids. No 
es van trobar diferències en la Sn entre 
pacients vacunats i pacients control. En els 
casos, s’observà una menor complexitat, 
estadísticament significativa, després de la 
vacunació: BS-S1 p=0.175; BS-S2 
p=0.519; S1-S2 p=0.024 (Wilcoxon signed 
rank test). En color negre s’han 
representat els pacients amb resposta 
virològica. 
* p<0.05. 
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tropisme viral. En aquest treball hem estimat quin tropisme (R5 o X4) 

presentaven els virus en cada punt de l’estudi i si el fet de rebre una vacuna 

terapèutica tenia algun efecte sobre el canvi de tropisme viral. 

 

Les seqüències de la regió V3 obtingudes es mostren a la Figura S1 (Annex 

Resultats). Tots els virus analitzats en aquest estudi eren de tropisme R5 

(predicció d’ús de CCR5 únicament), a excepció de tres virus de la població 

basal del pacient 296 (no vacunat), que van obtenir una predicció que no 

descarta l’ús de CXCR4. Aquestes seqüències, no obstant, no van reaparèixer 

en punts analitzats posteriorment (Figura 22). 

  

Aquestes anàlisis demostren que ni les interrupcions del tractament ni la 

vacunació provocaven canvi de tropisme R5 a X4 en aquests pacients. 
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Figura 22 Predicció de l’ús de correceptor per l’alineament les seqüències aminoacídiques del loop V3 segons la 
matriu de puntuació per posició específica (PSSM, position-specific scoring matrix; B subtype SI/NSI matrix, 
http://indra.mullins.microbiol.washington.edu/). Es mostra la  puntuació obtinguda per cada clon individual 
longitudinalment, en el moment basal (punts blaus), en el primer stop (punts verds) i el segon stop (punts 
vermells) de cada pacient. Les barres indiquen la mitjana i la desviació estàndar. Les puntuacions per sobre -2 
aproximadament són predictives del possible fenotip X4. En negreta s’han ressaltat els pacients amb resposta 
virològica, i els controls amb una C davant el codi del pacient. 
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3. RELACIÓ FILOGENÈTICA 

 

L’elevada taxa d’error produïda per la retrotranscriptasa del VIH-1 fa que les 

poblacions virals presentin una considerable variabilitat genètica, el que permet una 

ràpida adaptació dels virus a canvis ambientals. El gen del VIH-1 que presenta major 

variabilitat genètica és el gen de l'envolta viral, a causa de la seva exposició al sistema 

immunològic. Gràcies a aquesta variabilitat és el gen d’elecció per estudiar les relacions 

filogenètiques que s’estableixen entre els virus d’una o diferents poblacions al llarg del 

temps.  En aquest treball s’ha plantejat com la vacunació amb cèl·lules dendrítiques 

carregades amb virus autòlegs afectava la relació genètica existent entre els virus 

obtinguts abans i després d’aquesta intervenció terapèutica. 

  

Per a aquest fi, es van construir els arbres filogenètics a partir de totes les 

seqüències obtingudes de la regió C2V5 de l’envolta viral de cadascun dels pacients 

inclosos en l’estudi (Figura 23). Aquests arbres representen, a escala, les distàncies 

genètiques existents entre tots els virus analitzats, per la qual cosa mostren, d’una 

manera gràfica, tant la diversitat com la divergència de les poblacions virals. Els valors 

de bootstrap es mostren en la Figura S2 de l’Annex Resultats. 
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Pacient 46     Pacient 185 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pacient 262     Pacient 269 

 

Figura 23 Arbres filogenètics consens obtinguts per cadascun dels 16 pacients de l’estudi. Es van analitzar totes les 
seqüències nucleotídiques de la regió C2V5 de l’envolta del VIH-1 de cada pacient, introduint la matriu de distàncies 
Kimura dos-paràmetres dins l’algoritme de construcció d’arbres neighbor-joining. Per comprovar la consistència dels 
arbres es va emprar el mètode bootstrap de remostreig, realitzant 1000 rèpliques aleatòries de la mostra inicial. Les 
llargades de les branques s’han representat a escala. En color blau es mostren els clons de la població basal, en 
verd els corresponents al stop 1 i en vermell els del stop 2. S’han subratllat els pacients responedors. 
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Pacient 33     Pacient 158 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pacient 168     Pacient 201 

 

 

Figura 23 Continuació 
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Figura 23 Continuació 

 

Pacient 207     Pacient 213 
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 Control 105     Control 228 

 

 

 

 

Control 282     Control 296 

 

 

Figura 23 Continuació 
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3.1 DIVERSITAT GENÈTICA 

 

La diversitat és la varietat d’espècies d’una població, i en funció de com 

estiguin relacionades genèticament aquestes espècies (o virus, en el nostre 

cas) tindrem una població més o menys diversa. Si els virus que composen una 

població es troben molt relacionats genèticament (poca distància genètica), 

parlem d’una població poc diversa, ja que aquests virus són molt semblants 

entre ells. Si per contra, aquests virus estan poc relacionats entre ells (molta 

distància genètica), parlem d’una població amb molta diversitat. 

 

Observant els arbres filogenètics (Figura 23), es van veure diferents tipus 

de poblacions: unes on tots els virus de la població (o la gran majoria) 

s’agrupaven en un sol cluster, o bé, poblacions que mostraven els seus virus 

separats en clusters diferents:  

 

Els clons de les poblacions S2, post-vacunació, s’agrupaven 

principalment en un sol cluster en tots els pacients (vacunats i control), tot i que 

en alguns casos, aquest cluster fos bastant dispers (pacients 185, 158, 213) o 

bé tingués alguns clons puntuals aïllats (pacient 207). Aquesta observació 

indicà una baixa diversitat en el segon stop del tractament en tots els pacients. 

 

Els clons de les poblacions basals apareixien en un o més clusters 

separats. Aproximadament la meitat dels pacients (185, 269, 207, 213, 261, 

265, 228, 282 i 296) presentaven un sol cluster basal, mentre que l’altra meitat 

mostrava la població basal segregada en dos clusters diferenciats (46, 262, 

158, 168, 201, 105); independentment que pertanyessin al grup vacunat o 

control. El tipus de resposta a la vacunació tampoc no es va relacionar amb 

aquesta observació de les poblacions basals. 
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En referència a les poblacions S1 el 75% dels pacients estudiats (12/16) 

presentaven els virus principalment en sol cluster (262, 269, 33, 158, 168, 201, 

207, 213, 261, 265,105 i 296), mentre que el 25% restant (46, 158, 228, 282) 

presentaven la població S1 dividida en dos clusters separats. Aquest fet podia 

indicar que aquest últim grup de pacients tindrien una població S1 més diversa 

que la majoria, però s’han de tenir en compte els valors de distància genètica. 

Per aquest motiu es va calcular la diversitat de cadascuna de les poblacions, és 

a dir, la distància genètica mitjana entre tots els clons d’una població per poder 

analitzar les observacions realitzades i comparar la diversitat entre pacients 

(Taula 13). 

Es va observar que la 

diversitat de les poblacions 

d’aquest estudi no es trobava 

afectada per la concentració 

de virus present a la mostra; 

no es va trobar correlació al 

relacionar la diversitat amb la 

càrrega viral corresponent de 

la mostra (Test de Spearman; 

r 0.002, P=0.489, Figura 24). 

 

En els pacients vacunats, s’observà la màxima diversitat en el moment 

basal (mediana 2.50%). Aquesta diversitat va anar disminuint al llarg del temps, 

sent de 1.50% en el primer stop i de 0.90% en el segon stop, tal com s’intuïa en 

els arbres filogenètics. En els pacients control aquesta disminució no fou tant 

evident (Taula 13, Figura 25). 

Figura 24 Relació entre la concentració de virus en plasma 
(CV) i la diversitat genètica observada en cadascuna de les 
mostres utilitzades en aquest estudi. No existeix correlació 
entre la diversitat viral i la CV plasmàtica de les mostres 
analitzades (Spearman test; r 0.002, P = 0.489). 
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 B A S A L  S T O P  1  S T O P  2 

 % SE  % SE  % SE 

CASOS         
46 1.50 0.30  2.10 0.40  0.50 0.10 
185 3.10 0.40  1.40 0.30  1.00 0.20 
262 2.50 0.40  2.00 0.30  2.30 0.40 
269 3.10 0.40  3.10 0.40  0.80 0.20 
33 - -  1.00 0.20  0.30 0.10 
158 2.70 0.30  4.70 0.50  4.00 0.50 
168 1.10 0.20  1.50 0.20  0.70 0.20 
201 2.50 0.40  0.10 0.00  0.30 0.10 
207 1.00 0.20  1.50 0.30  1.90 0.30 
213 1.50 0.30  0.50 0.10  1.40 0.20 
261 2.60 0.40  1.80 0.30  3.50 0.50 
265 1.10 0.20  1.00 0.20  0.40 0.10 

         
CONTROLS         
105 4.80 0.60  2.90 0.40  0.50 0.10 
228 0.90 0.20  1.10 0.30  1.10 0.30 
282 1.00 0.20  1.00 0.30  1.10 0.20 
296 2.10 0.30  2.60 0.40  2.00 0.30 

Mediana Casos (IQR) 2.50 (1.1-2.7)  1.50 (1.0-2.1)  0.90 (0.4-2.2) 

       Responedors 2.80 (1.7-3.1)  2.05 (1.5-2.8)  0.90 (0.6-2.0) 
       No Responedors 1.50 (1.1-2.6)  1.25 (0.6-1.7)  1.05 (0.3-3.1) 

Mediana Controls (IQR) 1.55 (0.9-4.1)  1.85 (1.0-2.8)  1.10 (0.7-1.8) 

Taula 13 Diversitat genètica de les tres poblacions estudiades de cada pacient (basal, stop 1 i stop 2). La diversitat s’ha calculat com la distància 
genètica (en %) entre els diferents virus de cada població, indicant-se també l’error estàndar (SE) obtingut en cada cas. Es destaquen, en negreta, 
els pacients amb resposta virològica a la vacunació. A la part inferior de la taula, en cursiva, la mediana de la diversitat genètica i el corresponent 
IQR de cada grup de pacients. 
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Figura 25 Diversitat genètica dels pacients 
vacunats (casos) i dels pacients control, en 
cada  punt estudiat. La menor diversitat 
observada en el segon stop (després de la 
vacunació) no és estadísticament significativa 
(Wilcoxon signed rank test). Mediana ± IQR.  
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La diversitat genètica observada en les poblacions dels pacients vacunats 

es va comparar per saber si la vacunació tenia un efecte sobre la diversitat 

viral. No es van trobar diferències estadísticament significatives en la diversitat 

del segon stop (post-vacunació) respecte al primer stop (pre-vacunació) en els 

pacients vacunats (Wilcoxon signed rank test, BS-S1 P=0.444; BS-S2 P=0.240; 

S1-S2 P=0.346, Figura 25). Amb les dades que disposem, no es pot afirmar 

que, en general, la disminució de la diversitat genètica observada pugui atribuir-

se a la vacunació. 

 

 

 

 

 

 

 

 

La tendència a la diminució de la diversitat genètica s’observà tant en els 

responedors, com en els no responedors. Els responedors, però, van mostrar 

una disminució de diversitat al llarg del temps més acusada que els no 

responedors (Figura 26). En 3/4 pacients responedors la diversitat observada a 

S2, després de la vacunació amb virus autòleg, va ser menor que l'observada 

en la quasiespècie S1, amb la qual havien estat vacunats. En els pacients no 

responedors, aquesta disminució de la diversitat en la quasiespècie del S2 

només es va observar en 3/8 pacients d'aquest grup. En 2/4 pacients del grup 

control també es va observar la disminució de la diversitat de la població S2 

respecte l’observada a S1, tot i no haver estat vacunats amb la població viral 

del S1 (Taula 13). 
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A l’analitzar la disminució de la diversitat en el S2 respecte a la població 

viral basal, aquesta també fou una mica més acusada en 4/4 pacients 

responedors, en 4/8 pacients no responedors i en 2/4 pacients del grup control 

no vacunat (Taula 13).  

 

D’altra banda, els vacunats responedors presentaren uns valors de 

diversitat més elevats que els no reponedors, tant en el moment basal (2.80% 

vs 1.50%) com en el primer stop (2.05% vs 1.25%). Després de la vacunació, 

en el segon stop, no es van trobar diferències entre responedors i no 

responedors, observant-se, en ambdós grups, valors similars i inferiors als 

valors mostrats anteriorment (0.90% i 1.05%, respectivament). En els pacients 

control, en canvi, la diversitat no presentava el seu màxim en el moment basal 

com en els pacients vacunats. La diversitat basal fou de 1.55%, en el primer 

stop va augmentar a 1.85%, i en el segon stop va disminuïr fins a 1.10% (Taula 

13, Figura 26).  

 

 

 

Figura 26 Diversitat observada en els tres punts estudiats: basal, stop 1 i stop 2. 
Les columnes indiquen la mediana i el IQR de la diversitat en cada grup de 
pacients. S’observa una disminució de la diversitat al llarg del temps en els dos 
grup de pacients vacunats (responedors i no responedors). Els pacients control 
no mostren aquesta disminució progressiva, tot i que també presenten la menor 
diversitat viral en l’ultim punt estudiat. En el moment basal, el grup de 
responedors obté els valors més elevats de diversitat, mentre que els no 
responedors i els controls (a excepció del control 105) mostren uns nivells 
inferiors.   
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3.2 DIVERGÈNCIA GENÈTICA 

 

La divergència genètica és la diversitat existent entre poblacions separades 

en el temps. Per tant, segons com estiguin relacionades genèticament aquestes 

poblacions tindrem una major o una menor divergència. Quan els virus de dues 

poblacions es troben molt relacionats genèticament (poca distància genètica 

entre tots ells), parlem d’una baixa divergència entre aquestes poblacions. Si, 

contràriament, aquestes poblacions estan poc relacionades genèticament entre 

elles (molta distància genètica), parlem de poblacions molt divergents. 

 

L’anàlisi individual dels arbres filogenètics per cada pacient (Figura 23) 

mostrà dos models d’evolució viral diferenciats: en 11/16 pacients inclosos en 

l’estudi (46, 185, 33, 168, 207, 213, 261, 265, 228, 282 i 296) s’observà una 

evolució linial de les quasiespècies al llarg del temps, desde la població basal 

cap al primer stop i d’aquesta cap al segon stop; mentre que en els 5/16 

pacients restants (262, 269, 158, 201 i 105) presentaren una evolució no linial. 

Aquests dos models d’evolució viral observats no estan relacionats ni amb el 

grup de pacient (vacunat o control) ni amb la resposta del pacient a la 

vacunació.  

 

Tot i que la tendència de l’evolució viral pot indicar d’una manera intuïtiva 

com es relacionaven els virus d’un pacient, no demostra quin és l’origen de les 

poblacions. L’arbre filogenètic és només una representació de les distàncies 

genètiques que hi ha entre els virus que el composen i, per tant, s’han de tenir 

en compte aquests valors de distància a l’hora d’analitzar el possible origen o 

procedència d’una població i no només la representació gràfica de l’arbre. 
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La divergència genètica es calculà com la mitjana de les distàncies 

genètiques entre totes les possibles parelles de seqüències de dues poblacions 

a relacionar: BS-S1,  BS-S2 i S1-S2 (Taula 14). S’observà que la divergència 

entre les poblacions d’aquest estudi podia dependre del temps que ha 

transcorregut entre elles. No hi havia correlació entre la divergència entre el 

punt basal i els stops (on havia passat més temps). No obstant, hi havia una 

correlació negativa entre la divergència observada i el temps transcorregut 

entre el primer stop i el segon stop (Spearman test;  r-0.516, p<0.05, Figura 27). 

 

 B A S A L*  S T O P  1  S T O P  2 

 % SE  % SE  % SE 

CASOS         
46 1,4 0,3  2,8 0,4  3,1 0,6 

185 2,7 0,4  4,2 0,6  3,9 0,6 

262 2,4 0,3  3,0 0,4  3,4 0,5 

269 2,8 0,4  3,7 0,5  4,3 0,6 

33         

158 2,6 0,4  4,5 0,5  5,2 0,6 

168 1,1 0,2  4,1 0,7  4,3 0,7 

201 2,4 0,4  4,1 0,6  4,1 0,6 

207 0,9 0,2  3,6 0,6  3,6 0,6 

213 1,3 0,2  2,0 0,4  2,2 0,4 

261 2,4 0,3  4,3 0,6  4,6 0,5 

265 1,0 0,2  2,0 0,4  1,7 0,4 

         
CONTROLS         
105 4,5 0,5  4,9 0,5  6,1 0,8 

228 0,9 0,2  1,7 0,4  2,3 0,5 

282 0,9 0,2  1,3 0,3  1,8 0,4 

296 2,0 0,3  4,1 0,5  6,0 0,7 

Mediana Casos (IQR) 2,6 (1,1-2,6)  3,7 (2,8-4,2)  3,9 (3,1-4,3) 

               Responedors 2,6 (1,1-2,8)  3,3 (2,8-4,1)  3,7 (3,2-4,2) 

         No Responedors 1,3 (1,0-2,4)  4,1 (2,0-4,3)  4,1 (2,2-4,6) 

Mediana Controls (IQR) 1,4 (0,9-3,9)  2,9 (1,4-4,7)  4,2 (1,9-6,1) 

Taula 14 Divergència genètica observada en les diferents poblacions estudiades de cada pacient (basal*, stop 1 i 
stop 2) respecte la població basal. La divergència s’ha calculat com la distància genètica (en %) entre els diferents 
virus de dues poblacions, indicant-se també l’error estàndar (SE) obtingut en cada cas. Es destaquen, en negreta, 
els pacients amb resposta virològica a la vacunació. En la part inferior de la taula es mostra la mediana (IQR) del % 
de divergència observat en els casos (responedors i no responedors) i en els controls. * La divergència basal és 
intrapoblacional, ja que està calculada amb les seqüències del mateix punt. 
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Figura 27 Relació entre la divergència genètica observada entre les diferents poblacions i el temps 
transcorregut entre cadascuna d’elles. Existeix una correlació significativa entre la divergència viral i el 
temps transcorregut entre el primer i el segon stop (Spearman test; r -0.516,* p < 0.05). 
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En els pacients vacunats, la divergència en el primer stop incrementà 

significativament respecte el moment basal (3.7% vs 2.6%, Wilcoxon signed 

rank test, p=0.001). En el segon stop, després de la vacunació, la divergència 

també es va mantenir elevada significativament respecte el punt basal (3.9% vs 

2.6%, Wilcoxon signed rank test, p=0.001). No obstant, la vacunació no 

semblava afectar a la divergència de les poblacions virals respecte el moment 

basal, ja que no es van observar diferències entre la divergència en el primer i 

en el segon stop (Wilcoxon signed rank test, p=0.123). 

Spearman Test  
 r p 

A) BASAL-STOP1 0.299 0,278 

B) BASAL-STOP2 -0.005 0,849 

C) STOP1-STOP2 -0.516 0,041* 
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 L’increment de la 

divergència en ambdós stops 

respecte el punt basal es va 

donar tant en els pacients 

responedors com en els no 

responedors (Taula 14, 

Figura 28). En els pacients 

que no van ser vacunats, la 

divergència respecte el punt 

basal també  augmentà en el 

primer i el segon stop (2.9% i 

4.2%, respectivament), tot i 

que aquestes diferències no es van comprovar estadísticament per manca 

d’individus en aquest grup (Taula 14, Figura 28). 

 

Per analitzar la divergència del segon stop respecte el primer, es va 

calcular la taxa de divergència (TD). Es va dividir cada valor de divergència 

obtingut entre les diferents poblacions (BS-S1, BS-S2 i S1-S2) pel temps (en 

anys) transcorregut en cada cas. D’aquesta manera s’evità la influència del 

temps en la comparativa, ja que, la divergència correlacionava amb el temps 

entre el primer i el segon stop (Taula 15).   

 

 

 

 

 

Figura 28 Canvis al llarg del temps en la divegència genètica 
respecte el moment basal, en pacients vacunats i pacients 
control. Els cercles de color negre corresponen als vacunats 
responedors, els de color gris als vacunats no responedors i 
els cercles oberts als pacients control. La divergència respecte 
el punt basal augmenta significativament en el primer i el 
segon stop en els pacients vacunats. Els controls presenten 
una tendència similar, no obstant no s’ha pogut analitzar 
estadísticament per manca de pacients en aquest grup. 
Wilcoxon signed rank test; ***, p<0.001  
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                                                                                                                                                                                            R
esultats 

 

 B  A  S  A  L  –  S  T  O  P   1  B  A  S  A  L  –  S  T  O  P   2  S  T  O  P   1  –  S  T  O  P   2 

 Temps 
(anys) TD (% anual)  Temps 

(anys) TD (% anual)  Temps 
(anys) TD (% anual) 

CASOS         
46 5.6 0.52  7.4 0.42  2.0 1.49 
185 4.6 0.92  6.3 0.62  1.7 0.76 
262 3.7 0.77  5.6 0.61  1.9 1.77 
269 3.6 1.02  5.2 0.84  1.5 2.30 
33       2.2 1.28 
158 4.6 0.98  6.1 0.86  1.5 3.77 
168 4.9 0.84  6.9 0.62  2.1 0.58 
201 4.0 1.03  6.0 0.69  2.0 2.27 
207 3.7 0.97  5.9 0.61  2.2 0.88 
213 4.4 0.32  6.5 0.25  2.1 0.62 
261 3.8 1.13  5.4 0.86  1.6 2.50 
265 3.7 0.54  5.6 0.31  1.9 0.43 

         
CONTROLS         
105 4.3 1.13  6.0 1.03  1.6 4.00 
228 4.2 0.40  5.9 0.39  1.7 0.87 
282 3.2 0.41  4.9 0.37  1.7 1.01 
296 2.7 1.50  4.4 1.37  1.7 2.67 

Mediana Casos (IQR) 4.0 (3.7-4.6) 0.92 (0.32-1.02)  6.0 (5.6-6.5) 0.62 (0.42-0.84)  2.0 (1.6-2.1) 1.38 (0.66-2.29) 

       Responedors 4.1 (3.1-5.2) 0.84 (0.58-1.00)  5.9 (5.3-7.1) 0.62 (0.47-0.78)  1.8 (1.6-2.0) 1.63 (0.94-2.47) 
       No Responedors 4.0 (3.7-4.6) 0.97 (0.54-1.03)  6.0 (5.6-6.5) 0.62 (0.31-0.86)  2.0 (1.6-2.1) 1.08 (0.59-2.44) 

Mediana Controls (IQR) 3.7 (2.8-4.3) 0.77 (0.41-1.41)  5.4 (4.5-6.0) 0.71 (0.38-1.28)  1.7 (1.6-1.7) 1.84 (0.90-1.84) 

Taula 15 Taxa de divergència genètica (TD) entre les tres poblacions estudiades de cada pacient (basal-stop 1, basal-stop 2 i stop 1-stop 2). La TD s’ha 
calculat com la distància genètica entre els virus de dues poblacions dividida pel temps transcorregut entre elles (% per any). Es destaquen, en negreta, els 
pacients amb resposta virològica a la vacunació. En cursiva, la mediana de la TD i el corresponent IQR de cada grup de pacients. 
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En els pacients vacunats, la taxa de divergència mediana entre S1-S2 fou 

significativament superior que entre BS-S1 (1.38 vs 0.92% per any, respectivament; 

Wilcoxon signed rank test, p=0.042). Per tant, els virus vacunals (S1) estaven més 

relacionats amb els virus basals (BS) que amb els virus que aparegueren després de 

la vacunació (S2). A més, la taxa de divergència entre S1-S2 també va ser 

significativament superior a l’observada entre BS-S2 (1.38 vs 0.62% per any; 

Wilcoxon signed rank test, p=0.001), el que indicava que els virus S2 també estaven 

més relacionats genèticament amb els virus BS que amb els S1. No obstant, la 

relació dels virus S2 amb els BS era més propera que la dels virus S1 amb els BS, 

doncs la taxa de divergència entre BS-S2 fou significativament menor que 

l’observada entre BS-S1 (0.62 vs 0.92% per any; Wilcoxon signed rank test, p=0.002) 

(Taula 15, Figura 29). Aquestes diferències en les TD es donaren tant en individus 

responedors com en no responedors (Taula 15). 

 

En els pacients control, s’observà un comportament en la taxa de divergència 

similar al dels pacients vacunats. En aquest grup, la TD mediana entre BS-S1 va ser 

de 0.77% per any, entre BS-S2 és de 0.71% per any i entre S1 i S2 és de 1,84% per 

any (Taula 15, Figura 29). 

 

Figura 29 Relació genètica dels virus dels diferents 
punts estudiats en els pacients vacunats i en els 
control. En els casos, la divergència entre els virus 
basals (BS) i els del primer stop (S1) és major que la 
divergència entre els virus BS  i els del segon stop 
(S2). Per altra banda, la divergència entre els virus BS i 
els virus S1 és inferior que l’observada entre els virus 
S1 i els S2, i la divergència entre els virus BS i els S2 
és significativament inferior a la divergència entre els 
virus S1 i S2. Aquests resultats indiquen que, en els 
pacients vacunats, els virus dels dos stops estan més 
relacionats amb els virus basals que entre ells    (*, 
p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001; Wilcoxon signed rank 
test). Mediana + IQR. TD taxa de divergència. 0
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3.3 PRESSIÓ SELECTIVA 

 

Les poblacions del VIH-1 són susceptibles als canvis ambientals, ja sigui els 

exercits per la resposta immune o per la teràpia antirretroviral. Donat que la 

vacunació terapèutica es basa en la reactivació de la resposta immunològica 

específica, aquesta intervenció pot suposar un coll d’ampolla sobre les poblacions 

virals. En aquest apartat s’ha analitzat si aquesta vacuna terapèutica ha estat prou 

potent com per generar una pressió selectiva sobre les poblacions virals i provocar 

canvis en aquestes, concretament sobre la regió C2V5 de l’envolta viral. 

 

Es va analitzar la pressió selectiva que es dóna en cadascuna de les 

branques de l’arbre filogenètic obtingut de cada pacient (Figura 23) generant, en 

primer lloc, una simulació on l’evolució viral seria neutra i comparant-la amb l’arbre 

del pacient. Cap dels individus de l’estudi va presentar selecció positiva. D’altra 

banda, s’observà que la majoria d’individus de l’estudi (vacunats: 262, 269, 33, 158, 

207, 213; controls: 105, 228, 296) presentaven una evolució neutra en totes les 

branques, és a dir, els seus virus no es trobaven sota cap tipus de pressió selectiva, 

per tant, ni la vacunació ni les aturades del tractament no han provocat els canvis 

observats. A més, els individus vacunats 46, 185, 168, 201, 261, 265 i el control 282 

mostraven selecció negativa en alguna de les seves branques (Figura 27). Això 

indicava que alguns dels seus virus presentaven una evolució més conservada de 

l’esperat, ja que el nombre de substitucions no-sinònimes era inferior a l’esperada en 

una evolució neutra. Els pacients 201 i 261 (no responedors) també mostraren 

acceleració de canvis no-sinònims en certes branques, no obstant aquest fenòmen 

no es va associar a una població viral d’un temps concret.    
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 Pacient 46     Pacient 185 

 
 
 

Figura 27 Arbres filogenètics obtinguts per cadascun dels pacients de l’estudi on es va observar pressió selectiva 
(46, 185, 168, 201, 261, 265, 282). Les llargades de les branques s’han representat a escala. En color verd es 
mostren les branques amb selecció positiva (on hi ha més canvis no sinònims que l’esperat que una evolució neutra), 
en vermell, les branques amb selecció negativa (on hi ha menys substitucions de l’esperat en una evolució neutra) i 
en blau, aquelles on s’ha observat acceleració de canvis no-sinònims. S’indica en cada cada branca la posició 
nucleotídica de C2V5 on s’han detectat aquests fenòmens. S’han subratllat els pacients responedors. 
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  Pacient 168     Pacient 201 

 

 
 
 
 

Figura 27 Continuació 



                                                                                                                                                                                             Resultats 

118 
 

 

 
  Pacient 261     Pacient 265 
 

 
 

 
 
 
 

Figura 27 Continuació 
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Control 282 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 27 Continuació 
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El VIH-1 es caracteritza per la seva elevada variabilitat genètica. Aquesta variabilitat 

és originada per l’extraordinària taxa d’error de la RT durant la retrotranscripció del genoma 

viral, que proporciona canvis en la seqüència genòmica dels nous virions. En certes 

ocasions, aquests errors introduïts en el genoma viral poden resultar en canvis fenotípics 

avantatjosos davant de pressions selectives. 

 

Els errors generats per la RT es tradueixen en substitucions, insercions o deleccions 

d’aminoàcids i, fins i tot, en recombinacions homòlogues i no homòlogues entre diferents 

genomes del VIH-1. A nivell epidemiològic, s’han descrit tres grups importants de VIH-1: el 

grup M (subtipus A-D, F, H, J i K) el grup N i el grup O [274]. A més, igual que en moltes altres 

malalties víriques, els virus de l’individu infectat es troben en constant evolució, produïnt-se 

distribucions dinàmiques de genomes virals no idèntics (mutants) però altament relacionats, 

genomes subjectes a un procés continu de variació genètica i de selecció, que actuen com 

una unitat de selecció anomenada quasiespècie [275]. 

 

En la infecció per VIH-1, algunes variants virals poden estar representades en major 

o menor mesura dins la quasiespècie en diferents moments del transcurs de la infecció, com 

a conseqüència d’una memòria replicativa (nous mutants que apareixen derivats de 

genomes preexistents en la quasiespècie) i com a conseqüència d’una memòria cel·lular 

lligada al propi cicle cel·lular del virus (ADN proviral integrat en el genoma cel·lular que 

roman amb baixa activitat replicativa durant llargs períodes de temps, constituïnt reservoris 

virals que poden re-emergir en determinades circumstàncies durant la infecció) [275-277]. 

 

Aquesta elevada variabilitat dificulta el coneixement íntim dels mecanismes pels 

quals el VIH-1 és capaç de produir la sida, del desenvolupament de proves diagnòstiques, 

del coneixement de la seva epidemiologia molecular, dels seus mecanismes de transmissió i 

possibilitats de prevenció, de l'aparició de resistències i el desenvolupament de tractaments i 
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vacunes eficaces. S’ha descrit que la variabilitat intra-pacient es situa entre un 1% i un 6% 

de variació vírica, així com també s’ha determinat la variabilitat virològica en les diferents 

fases de la malaltia, tant en pacients naïve com en pacients tractats amb TARGA, el que ha 

permès conèixer l’evolució virològica en el pacient infectat i la correlació d’aquesta 

variabilitat amb la progressió de la malaltia [83-101]. Aquests coneixements han estat possibles 

gràcies a la caracterització molecular del VIH-1, la seva seqüència i l’anàlisi filogènica. 

D’aquesta manera, l’estudi de les quasiespècies virals és de gran interès tant en la ciència 

bàsica, com també en la clínica de la infecció per VIH-1. 

 

Actualment existeixen pocs estudis de variabilitat viral en pacients infectats per VIH-1 

que hagin estat tractats amb teràpies immunomediades. De fet, els pocs treballs que s’han 

realitzat en aquest camp es basen en pacients que han estat sotmesos a interrupcions 

estructurades del tractament (STI) [264, 278-280]. I, fins a la data, no existeix cap estudi sobre la 

variabilitat de les quasiespècies en pacients tractats amb vacunació terapèutica anti-VIH-1.  

 

En aquest treball s’ha realitzat per primer cop un estudi de l’evolució del VIH-1 en 

pacients que han rebut una vacuna terapèutica anti-VIH-1: Assaig clínic pilot fase I/II de 

vacuna terapèutica en pacients VIH-1+ basada en l’administració de cèl·lules dendrítiques 

autòlogues carregades amb el VIH-1 autòleg inactivat per calor (Protocol DCV01) [204].  

 

En el disseny d'aquest estudi, el grup de pacients vacunats i el grup de pacients 

control van rebre tractament antiretroviral durant una mitjana de dos anys, amb el que van 

aconseguir controlar la càrrega viral en plasma per sota del límit de detecció de les 

tècniques estàndards fins que es va iniciar la primera interrupció programada del tractament 

(S1). Durant aquesta primera interrupció del tractament es va recollir plasma mitjançant 

plasmafèresi, s’inactivà el VIH-1 i es concentrà per preparar l’immunogen de manera 

individualitzada, que posteriorment seria reinjectat en els pacients, ja processat a través de 
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les cèl·lules dendrítiques autòlogues. Durant la preparació de l’immunogen, els pacients 

reiniciaren el tractament antiretroviral amb el que aconseguiren tornar a controlar la càrrega 

viral en plasma per sota del límit de detecció, durant una mitjana de 18 mesos abans 

d’interrompre'l novament de manera programada (S2). En aquest moment, el grup de 

pacients vacunats va rebre 5 immunitzacions mentre que el grup control no les va rebre. 

D'aquesta manera, la població viral inicial (Basal) present en cadascun dels pacients havia 

de ser sotmesa a la pressió selectiva del tractament antiretroviral, a la pressió generada per 

les aturades estructurades del tractament, i pel sistema immunològic memòria induït per la 

vacunació, en el cas dels pacients vacunats. 

 

Aquest estudi analitza l’evolució viral mitjançant l’anàlisi de la variabilitat de la regió 

codificant C2V5 (650 pb) del gen env del VIH-1, a partir de les seqüències del genoma viral 

circulant el plasma abans i després de la vacunació: en el moment previ a rebre qualsevol 

tractament antiretroviral (Basal, BS); en la primera interrupció del tractament, per a la 

preparació de l’immunogen (S1); i en la segona interrupció del tractament antiretroviral, 

després de la vacunació amb les cèl·lules dendrítiques autòlogues carregades amb virus 

autòleg inactivat (S2). L'anàlisi de variabilitat també s'ha efectuat paral·lelament en el grup 

de pacients control, els quals van aturar el tractament antiretroviral en S1 i S2, igual que els 

casos, però amb la diferència que no van ser vacunats. 

 

Al tractar-se d’un estudi pilot amb pocs pacients inclosos, s’ha d’anar alerta alhora 

d’interpretar en conjunt els possibles efectes que hagi pogut tenir la vacunació en els 

diferents paràmetres de variabilitat analitzats. A més, s’ha de tenir en compte que en les 

anàlisis de variabilitat s’utilitza una part del genoma viral, en concret la regió C2V5 de 

l’envolta, per tant els resultats obtinguts s’han d’interpretar amb certa cautela. 
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En aquest treball, en primer lloc, s’han estudiat les característiques fenotípiques de 

l’envolta viral analitzant les seqüències proteiques de les diferents poblacions obtingudes, i 

en segon lloc, s’han relacionat filogenèticament aquestes poblacions mitjançant les 

seqüències nucleotídiques.  

 

La glicosilació d’aminoàcids en zones estratègiques de les proteïnes de l’envolta 

permet al virus evadir l'acció d'anticossos capaços de neutralitzar la infecció. Fins al moment 

s’han desenvolupat molt pocs anticossos neutralitzants (b12, 2G12, 17b, 2F5, 4E10, Z13) 

degut a que l’entrada del virus requereix una interacció dinàmica entre certes regions de 

gp120 i dels coreceptors que produeixen canvis conformacionals en aquesta proteïna abans 

que es produeixi la fusió, pel que, molt sovint, aquestes regions es troben poc exposades 

[281].  En els nostres pacients s’ha observat heterogeneïtat en el número de glicosilacions 

però no en la posició, indicant que, efectivament, existeix variabilitat en la glicosilació de la 

regió C2V5 de l’envolta viral (Figures 16A i B). Aquests canvis, no obstant, no eren diferents 

entre pacients vacunats i controls, ni tampoc s’han vist diferències entre els pacients 

responedors i els no responedors. Per tant, els nostres resultats apunten a que la variabilitat 

observada en la glicosilació de l’envolta viral ha estat deguda a la pròpia variabilitat genètica 

del VIH-1, i no per la vacunació terapèutica. A més, aquestes observacions estan en 

consonància amb el fet que no es detectessin canvis significatius en els títols d’anticossos 

neutralitzants en els individus vacunats durant l’assaig [204].  

 

En aquest estudi, a més, s’ha analitzat la longitud del fragment C2V5 de l’envolta 

viral. Diferents estudis han demostrat que la pròpia variació en la llargada de l’envolta pot 

tenir implicacions biològiques [282-283] ja que pot afectar a la càrrega de la proteïna (i per tant 

al tropisme) i al nombre de llocs potencials de glicosilació. En tots els individus estudiats s’ha 

observat com la llargada de C2V5 varia dins del propi pacient, el que indica que hi ha hagut 

fenòmens d’inserció i delecció d’aminoàcids durant aquest estudi. En general, s’ha observat 
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una certa homogenització en les poblacions d’un determinat tamany de C2V5 en S2, 

després de la vacunació (Figura 17), tot i així, no s’han trobat diferències d’inserció o deleció 

entre pacients vacunats i control, ni tampoc entre pacients responedors i no responedors.  

 

També s’ha observat, en ambdós grups, vacunats i control, una certa 

homogeneïtzació respecte al nombre de mutacions (o canvis d’aminoàcid) en els virus 

circulants que van anar aparèixent en cada rebrot, donant lloc a poblacions virals cada 

vegada amb menys canvis, especialment en S2. En el grup de vacunats responedors, 

aquesta disminució del nombre de canvis d’aminoàcid ha estat més acusada, sobretot 

després de la vacunació (Figura 19). Respecte a la composició d’aquestes poblacions virals, 

s’ha observat que tots virus circulants en els tres punts analitzats de cada pacient eren 

diferents. De fet, només en dos dels pacients vacunats va reaparèixer una sola variant viral 

present en el virus vacunal durant S2. Aquests resultats posen de manifest l’elevada 

variabilitat que presenta l’envolta del VIH-1, atribuint-se l’aparició dels virus dels rebrots a la 

ràpida reactivació de cèl·lules infectades després de la interrupció del tractament 

antiretroviral. Per altra banda, tot i aquesta gran variabilitat, s’ha observat que les poblacions 

virals del S2, després de la vacunació, són significativament menys complexes que les que 

apareixien anteriorment (Figura 21). 

 

La regió V3 s’ha analitzat amb més deteniment degut a la seva implicació en 

l'ancoratge de la gp120 al co-receptor durant la infecció de la cèl·lula. Està descrit que els 

virus que empren el co-receptor CXCR4 (virus de tropisme X4) s’associen a una replicació 

viral més ràpida i a la progressió de la malaltia que els que empren CCR5 (virus amb 

tropisme R5) [133-135]. L'anàlisi de l’ús de co-receptor en els pacients vacunats indicà que els 

virus circulants en el moment BS i S1, amb els quals es va vacunar als pacients, van ser R5, 

així com també els observats en S2, després de la vacunació. Les vacunacions amb 

cèl·lules dendrítiques i virus autòlegs no van provocar un canvi de tropisme de R5 a X4. 
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Com s’ha mencionat anteriorment, la variabilitat del VIH-1 ve donada per l’elevada 

taxa d’error de la retrotranscriptasa viral, que introdueix mutacions en el genoma del virus 

amb una elevada freqüència. Aquestes mutacions genètiques no sempre es tradueixen en 

canvis a nivell proteic, i per tant el seu anàlisi dóna més informació sobre com estan 

relacionats els diferents virus que composen una població o els virus de dues poblacions 

separades en el temps. En aquesta tesi s’ha analitzat tant la diversitat com la divergència 

genètica de les quasiespècies virals al llarg de l’estudi de vacunació terapèutica DCV01, així 

com la relació de les substitucions sinònimes i no sinònimes com a marcador de pressió 

selectiva. 

 

Les anàlisis de seqüències proteiques han suggerit que les poblacions virals cada 

vegada eren més homogènies al llarg del temps però diferents en cada rebrot. Aquesta 

homogeneïtzació també ha estat detectada en l'anàlisi de la diversitat genètica dels pacients 

vacunats, especialment en el segon stop, després de la vacunació (Figura 25). En els 

pacients vacunats (tant responedors com no responedors) s’ha observat que la diversitat 

viral va disminuïnt al llarg de l’estudi, presentant la diversitat més elevada en el moment 

basal i menor diversitat en les interrupcions de tractament, sobretot en el S2. En els pacients 

control, aquesta tendència a la disminució no ha estat tant evident, tot i que en el segon 

stop, aquest grup també va presentar una menor diversitat. La disminució de la diversitat 

viral al llarg del temps ha estat descrita, també, en altres estudis de pacients crònics 

sotmesos a interrupcions estructurades de tractament [265], on aquest fet s’ha relacionat amb 

la reactivació dels reservoris. En el nostre cas, a part de les interrupcions del tractament, va 

haver-hi una intervenció terapèutica, tot i que el limitat nombre de pacients de cada grup no 

va permetre establir una relació causa-efecte estadísticament significativa entre la 

disminució de la diversitat en S2 i la vacunació terapèutica. Malgrat tot, dins el grup de 

pacients vacunats, s’ha observat que els pacients responedors van presentar una disminució 

més acusada de la diversitat en el segon stop que els no responedors (Figura 26). Aquest 
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resultat suggereriria que la vacuna terapèutica sí podria tenir un efecte sobre la diversitat 

viral. La tendència a la disminució de la diversitat observada en els pacients d’aquest treball 

seria deguda, principalment, a les interrupcions del tractament, però la vacunació també 

podria tenir una possible influència. Caldria augmentar el nombre de pacients en l’assaig per 

poder discernir més clarament l’efecte de la vacunació terapèutica sobre la diversitat viral. 

 

La principal diferència entre pacients vacunats responedors i no responedors ha estat 

el grau de diversitat que presentaren en les seves poblacions. Tot i que ambdós grups 

mostraren una disminució de la diversitat al llarg de l’estudi i uns valors baixos al segon stop, 

els responedors tenien una diversitat superior, especialment en el punt basal, i també en el 

primer stop (Figura 26). Els valors basals de diversitat obtinguts en els no responedors són 

més semblants als dels pacients control que als dels responedors. Tant els no responedors 

com els no vacunats no van presentar resposta virològica en l’última interrupció del 

tractament, mentre que els responedors sí van controlar la càrrega viral. Els nostres 

resultats suggeririen que una major diversitat basal podria estar correlacionada amb una 

millor resposta, tot i que degut al baix nombre de responedors, no s’ha pogut corroborar 

estadísticament. Existeix un gran debat sobre aquest tema i una certa controvèrsia al 

respecte. Mentre que varis estudis han argumentat que una menor diversitat pre-tractament 

pot millorar la progressió de la malaltia [279, 284, 285, 95], com a indicadora d’una pressió immune 

més potent, altres autors han relacionat una major diversitat basal amb un major control de 

la infecció [91, 99, 100, 286], reflex d’un major ventall d’antigens contra els què generar una 

resposta. En el nostre cas, s’ha de tenir en compte que, a part del tractament antiretroviral, 

s’ha introduït una intervenció vacunal, i que a més, l’immunogen utilitzat en la vacuna ha 

estat la pròpia població viral del pacient (població stop 1). La diversitat observada en la 

població vacunal fou quasi el doble en els responedors que en els no-responedors, de 

manera que els responedors foren vacunats amb un repertori més gran d’antigens que els 

no responedors. Una major diversitat viral en la vacuna podria ser clau en la resposta a la 
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vacunació, tot i que necessitaríem un major nombre de pacients per poder confirmar aquesta 

observació 

 

L’anàlisi de seqüències nucleotídiques ha permès estudiar l’evolució viral al llarg del 

temps. S’ha quantificat aquesta evolució mitjançant l’anàlisi de la divergència (o diversitat 

entre poblacions). S’ha vist que en els pacients vacunats, hi havia un augment significatiu de 

la divergència respecte el punt basal, tant en el primer com en el segon stop (Figura 28). 

Aquests resultats apunten a que l’increment de la divergència era degut pròpiament a les 

aturades del tractament. La vacunació no va tenir efectes sobre la divergència viral, ja que 

no va haver diferències significatives abans i després de la vacunació, ni entre pacients 

vacunats i control. Aquesta situació també ha estat descrita en un treball sobre malalts 

crònics sotmesos a STIs, on es va mostrar que la divergència augmentava en el primer stop 

i després es mantenia relativament estable en les següents interrupcions del tractament [265]. 

 

La divergència va presentar una correlació significativa amb el temps transcorregut 

entre el primer i el segon stop. Per aquest motiu es va emprar la taxa de divergència (TD) 

per analitzar els resultats entre aquestes poblacions i evitar la influència del temps. En els 

pacients vacunats, tant responedors com no responedors, la TD entre S1-S2 va ser 

significativament superior que entre BS-S1, i a més, també fou significativament superior a 

l’observada entre BS-S2. Aquests resultats indiquen que els virus que apareixen en els 

stops (tant els vacunals, S1, com els de després de la vacunació, S2) estaven més 

relacionats amb els virus basals que entre ells. A més, la relació dels virus que apareixien 

després de la vacunació amb els basals era més propera que la dels virus de l’immunogen 

amb els basals. Això suggeriria que hi ha hagut reactivació dels reservoris, tant en el primer 

com en el segon stop, ja que els virus que han rebrotat estan relacionats genèticament amb 

els basals. I segurament, tot i la reactivació del mateix reservori basal, han rebrotat diferents 

llinatges en cadascun dels dos stops, ja que tot i tenir el mateix origen, els virus S1 i els S2 
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no estan gaire relacionats genèticament entre ells, i a més, presenten diferent relació amb 

els virus basals. 

 

Aquests resultats posen de manifest l’importància d’escollir el tipus d’immunògen a 

l’hora de dissenyar una vacunació terapèutica. Varis autors han descrit, que l’origen dels 

virus dels rebrots procedien del reservori viral latent, tot i que alguns no descarten el rebrot a 

partir d’una replicació subjacent de diferents compartiments [265, 278, 280, 287-289]. Els nostres 

resultats dónen pistes a favor que potser l’immunògen autòleg més adequat podria ser el 

virus integrat al reservori, doncs sembla ser el que ressorgeix al aturar el tractament 

antiretroviral. De fet, el nostre grup ha publicat recentment els resultats d’un assaig amb 

vacuna terapèutica de cèl·lules dendrítiques carregades amb virus autòlegs inactivats per 

calor aïllats del reservori viral, presents en les cèl·lules infectades de sang perifèrica [290]. En 

aquest cas, es van vacunar 10 pacients (sense tractament) amb tres dosis de vacuna, 

l’immunogen de la qual procedia del cultiu viral ex-vivo de les PBMCs de cada pacient. Als 

sis mesos de l’última dosi de vacuna es va veure una disminució significativa de la càrrega 

viral dels pacients vacunats amb virus autòleg respecte els pacients vacunats amb placebo, i 

a més aquesta disminució es mantenia fins a un any després de la vacunació [290]. 

Prèviament, Wei Lu i col·laboradors també havien descrit una vacuna terapèutica similar, 

amb virus del reservori com a immunogen, que mostrava una reducció de la CV de més del 

90% en 8 dels 18 pacients immunitzats [203]. Aquests estudis han demostrat la factibilitat de 

crear una vacuna amb virus autòleg del reservori i representen una opció esperançadora en 

el camp de les vacunes terapèutiques.    

 

 En aquest treball també s’ha analitzat si la vacuna ha estat capaç de generar una 

pressió selectiva sobre les poblacions virals. Les pressions evolutives han estat  

quantificades per la ràtio ω (relació de les substitucions sinònimes i no-sinònimes) de totes 

les relacions filogenètiques (o branques) prèviament obtingudes. No s’ha observat cap 



                                                                                                                                                                                            Discussió 

132 
 
 

pressió selectiva positiva en les poblacions virals d'aquests pacients, i en certs clons de dos 

pacients, s’ha observat una relació evolutiva més conservada del que s’esperaria, deguda a 

l’atzar. Aquestes dades suggeririen que ni les aturades estructurades del tractament, ni les 

vacunacions han suposat un coll d’ampolla en la regió C2V5 de l’envolta dels virus estudiats, 

no obstant, s’ha de tenir en compte que no s’ha analitzat la seqüència completa del VIH-1, 

sinó només l’envolta viral, quan l’immunogen contenia el virus complet. A més, la mostra 

analitzada després de la vacunació (S2) contenia uns virus amb una mediana de 5 

setmanes de rebrot, temps segurament insuficient alhora de detectar pressions selectives. 

Aquesta vacunació va provocar una disminució significativa de diferents paràmetres de la 

dinàmica de la CV, amb el que s’intueix que s’ha donat una pressió selectiva viral, tot i que 

l’anàlisi filogenètic de C2V5 no hagi estat capaç de detectar-la.  

  

Englobant tots els resultats obtinguts, en els pacients vacunats, i especialment en els 

responedors, hi ha una disminució en la variabilitat de les poblacions virals després de la 

vacunació, tot i que no s’ha detectat una pressió selectiva directa sobre l’envolta viral. Això 

apuntaria a que aquesta vacuna terapèutica, a pesar dels propis efectes que podrien tenir 

les interrupcions estructurades del tractament, podria haver exercit una certa pressió 

selectiva sobre el VIH-1, probablement en altres regions que no corresponen a l’envolta o en 

un moment més tardà, i que això es reflexés de manera indirecta en la menor variabilitat 

observada. Davant aquesta hipotèsi, és necessari analitzar la variabilitat tant de mostres 

més posteriors a la vacunació com de la resta de proteïnes immunogèniques del VIH-1, en 

un estudi amb una major inclusió de pacients vacunats i control. 
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1. Existeix una gran variabilitat en la regió C2V5 de l’envolta viral, tant genètica com a 

nivell de proteïna, en totes les poblacions virals analitzades (basal, stop 1 i stop 2) 

dels 16 pacients estudiats. 

 

2. Tant la vacunació com les aturades del tractament no suposen un canvi evident en el 

patró glicosilació de la regió C2V5 de l’envolta del VIH-1 que pugui associar-se a un 

mecanisme d’evasió adquirit. 

 

3. La vacuna per se no influeix sobre la llargada de C2V5. La homogeneïtzació d’un cert 

tamany poblacional al final d’aquesta intervenció terapèutica s’atribueix a les 

aturades del tractament antiretroviral. 

 

4. La vacunació disminueix tant el nombre de mutacions com la complexitat en pacients 

vacunats, tot i que no es pot descartar que aquest efecte sigui provocat per les 

aturades del tractament. 

 

5. Ni la vacunació terapèutica ni les aturades estructurades del tractament antiretroviral 

que comporta aquesta intervenció, no provoquen canvi de tropisme R5 a X4 . 

 

6. Una major diversitat viral basal, així com una major diversitat en el virus utilitzat com 

immunogen, s’associen a una millor resposta virològica després de la vacunació.  

 

7. La vacunació terapèutica no afecta a la divergència entre el virus que rebrota al 

segon stop i la població viral basal, sinó que aquesta és deguda a les interrupcions 

del tractament. 
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8. Els virus que rebroten durant les dues aturades del tractament tenen un origen proper 

a la població basal en els pacients vacunats. Tanmateix aquests virus dels rebrots 

estan molt poc relacionats genèticament entre ells. 

 

9. Un immunogen basat en virus autòlegs obtinguts del reservori de cèl·lules  

infectades, podria ser un bon candidat per una vacuna terapèutica, doncs contindria 

una major representació de la població viral que reapareix en el transcurs de la 

infecció. 

  

10. És necessari seguir investigant la variabilitat de les poblacions virals en futurs assaigs 

per poder dissenyar una vacuna terapèutica òptima que permeti la retirada del 

tractament antiretroviral el major temps possible. 
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1. OBTENCIÓ DE PLASMA DE SANG PERIFÈRICA 

 

Per a la separació del plasma de la sang total es parteix d’una extracció de sang 

perifèrica del pacient en tubs vacutainer amb EDTA com anticoagulant (no es pot utilitzar 

heparina degut a que aquest anticoagulant pot inhibir les posteriors reaccions de PCR).  

 

1.1 REACTIUS I EQUIPS 

- Cabina de flux laminar tipus BioIIIA 

- Centrífuga amb rotor apte per tubs vacutainer 

- Pipetes pasteur estèrils 

 

 

1.2 PROCEDIMENT 

- Centrifugar els tubs de sang amb EDTA 10 minuts a 1500 rpm. 

- Extreure el sobrenedant (plasma lliure de cèl·lules) dels tubs amb EDTA i 

transferir-lo amb una pipeta pasteur estèril a un tub de 15 mL retolat 

adequadament. 

- Centrifugar el plasma 10 minuts a 2000 rpm, per eliminar les plaquetes. 

- Recollir el plasma amb una pasteur estèril i aliquotar 1 mL en tubs de rosca de 

1.5 mL estèrils prèviament retolats amb la paraula PLASMA, el codi del pacient, 

el número de toma, la data de l’extracció i el tipus d’anticoagulant emprat (en 

aquest cas, EDTA). 

- Guardar les alíquotes de plasma a -80ºC en cas de no utilitzar-les a continuació. 

 

 

 

 



                                                                                                                                                                                   Annex Mètodes 

152 
 

 

2. QUANTIFICACIÓ DE L’ARN VIH-1 EN EL PLASMA SANGUINI 

La concentració de l’ARN del VIH-1 en plasma es va determinar emprant la tècnica 

de RT-PCR quantitativa mitjançant l’assaig comercial Cobas Amplicor HIV-1 Monitor Ultra 

Sensitive Specimen Preparation Protocol Ultra Direct Assay (Roche Molecular Systems, 

Somerville, NJ, USA) seguint les instruccions del fabricant amb un límit de quantificació de 

20 còpies/mL. Les mostres amb una quantificació <20 còpies/mL es van tornar a analitzar 

emprant un mètode descrit per Schockmel i col·laboradors [291] amb un límit de detecció de 5 

còpies/mL, detallat a continuació.  

- Centrifugar 1 mL de plasma a 4ºC durant 80 minuts a 50.000g. 

- Preparar el volum del tampó de lisi i els estàndards interns (IQS) necessaris per 

l’experiment (150 	L per tub), ajustar la quantitat de l’IQS per aconseguir la mateixa 

concentració que l’estàndard d’Amplicor per la reacció de PCR (per exemple: 8.8 mL 

tampó de lisis + 100 	L d’IQS). 

- Descartar el sobrenedant amb una punta de filtre per aerosols estèril deixant 

aproximadament 100 	L. 

- Afegir 150 	L del tampó de lisi que conté l’IQS. 

- Afegir 450 	L del tampó de lisi sense l’IQS. 

- Agitar 5 seg i incubar 10 minuts a temperatura ambient. 

- Afegir 650 	L d’isopropanol 100% i agitar. 

- Centrifugar 15 min a 16.000 rpm. 

- Descartar el sobrenedant i afegir 1mL d’etanol 70% i agitar. 

- Centrifugar 5 min a 16.000 rpm. 

- Descartar el sobrenedant. Fer un pols a la centrífuga i descartar novament el 

sobrenedant emprant una punta estèril amb filtre per evitar aerosols. 

- Afegir 55 	L del tampó eluent i agitar. 

- Utilitzarem 10 	L d’ARN per fer l’amplificació i detecció. 
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3. OBTENCIÓ DE L’ARN VIRAL DE PLASMA SANGUINI 

 

L’objectiu d’aquesta tècnica és aïllar, a partir d’una mostra de 1 mL de plasma 

sanguini, l’ARN del VIH circulant. 

 

3.1 REACTIUS I EQUIPS 

-  QIAamp® Viral RNA Extraction Kit (Cat# 29504 QIAgen)  

-  Etanol absolut 

-  Aigua destil·lada estèril 

-  Bloc termoestàtic a 56ºC 

-  Ultracentrífuga refrigerada amb rotor apte per tubs de 1.5 mL 

-  Cabina de flux laminar (recomanable) 

-  Vòrtex 

-  Puntes estèrils amb filtre 

 

3.2 PREPARACIÓ 

-  Afegir l’etanol necessari als Buffers AW1 i AW2. 

-  Afegir el Carrier RNA al Buffer AVL. 

-  Escalfar el Buffer AVL en un termoblock a 56ºC per desfer els cristalls, agitant-lo de 

tant en tant. 

 

 3.3 PROCEDIMENT (modificat del protocol del kit comercial) 

-  Ultracentrifugar 1 mL de plasma 1 hora a 23000 rpm 4ºC. 

-  Descartar el sobrenedant pipetejant (deixar uns 50-100 	L en el tub per no 

emportar-se gens de pèl·let de virus) 

-  Afegir 330 	L de Buffer de Lisi AVL.  Vòrtex. 

-  Incubar 10 min a temperatura ambient. Pols. 
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-  Afegir 280 	L d’Etanol Absolut.  Vòrtex.  Pols. 

-  Transferir el volum total a la columna (que es troba dins d’un tub col·lector). 

-  Centrifugar 2 min a 13000 rpm temperatura ambient. 

-  Descartar el contingut del col·lector i inserir la columna en un altre col·lector nou. 

Rentar amb 500 	L de Buffer AW1. 

-  Centrifugar 2 min a 13000 rpm temperatura ambient. 

-  Descartar el contingut del col·lector i insertar la columna en un altre col·lector nou. 

Rentar amb 500 	L de Buffer AW2. 

-  Centrifugar 3 min a 13000 rpm temperatura ambient. 

-  Descartar el contingut del col·lector i inserir la columna en un altre col·lector nou. 

Tornar a rentar amb 500 	L de Buffer AW2. 

-  Centrifugar 3 min a 13000 rpm temperatura ambient. 

-  Descartar el contingut del col·lector i inserir la columna en un altre col·lector nou. 

Centrifugar 1 min sense afegir res a 13000 rpm temperatura ambient per eliminar del 

tot les restes de buffer. 

-  Col·locar la columna en un tub de 1.5 mL estèril ben retolat. Afegir 25-200 	L de 

Buffer AVE o aigua destil·lada estèril en funció de la CV de la mostra: 

 CV < 8.000 còpies/mL  25 	L 

 CV 8.000-15.000 còpies/mL  50 	L 

 CV 15.000-200.000 còpies/mL  100 	L 

 CV > 200.000 còpies/mL  200 	L 

 CV desconeguda 60 	L 

-  Incubar 1 min a temperatura ambient per millorar l’eficiència de l’elució. 

-  Centrifugar a 1 min a 10.000 rpm. 

-  Descartar la columna i passar el contingut del tub de 1.5 mL a un tub de rosca ben 

retolat, amb la paraula ARN, el codi del pacient, la toma i la data d’extracció. 

-  Mantenir en gel si s’utilitza a continuació o bé guardar a –80ºC.  
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4. AMPLIFICACIÓ DE LA REGIÓ C2V5 DEL GEN env A PARTIR D’ARN DE VIH-1 

 

 L’objectiu d’aquesta tècnica consisteix en amplificar la regió C2V5 del gen de 

l’envolta del VIH-1 a partir de l’ARN viral mitjançant una transcripció inversa combinada amb 

una reacció en cadena de la polimerasa  (RT-PCR) i una reacció en cadena de la 

polimerasa “nested” o interna (NT-PCR). 

 

4.1 RT-PCR 

 

4.1.1 Reactius i Equips: 

- SuperScript One-Step RT-PCR with Platinum Taq (Cat# 10928-042, Invitrogen) 

- Expand High Fidelity PCR System (Cat# 11732641001, Roche) 

- Aigua destil·lada estèril  

- Primers 10	M: C2-2S, ED12 (veure Taula 7). 

- Tubs de 0,2 mL estèrils. 

- Puntes amb filtre. 

- Termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems). 

 

4.1.2 Procediment: 

Preparar, en fred, una mescla tamponada per duplicat per a cadascuna de les 

mostres d’ARN viral de cada pacient , tal com es detalla a continuació (el tampó Mix 

Reaction x2, que ja conté els dNTP i la mescla d’enzims RT/Taq polimerasa es 

comercialitzen en el kit Super Script One-Step RT-PCR System, mentre que la 

polimerasa d’alta fidelitat Expand es comercialitza en el kit Expand High Fidelity PCR 

System): 
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Mix Reaction x2  25 	L 

H2Od estèril            9 	L 

Primer C2-2S (10	M)   2 	L 

Primer ED12 (10	M )   2 	L 

RT/Taq polimerasa    1 	L 

 Expand HF pol (3,5U/	L)   1 	L                                               

Total   40 	L 

 

Cada mostra d’ARN s’amplificarà dues vegades: una afegint 10 	L de l’ARN viral 

del pacient a la mescla i l’altra afegint 1 	L d’ARN més 9 	L d’aigua destil·lada 

estèril. El volum final de la reacció serà de 50 	L. Seguidament posar els tubs en el 

termociclador amb el programa següent: 

 

45ºC  45 min 

94ºC  2 min 

94ºC  30 seg 

59ºC  30 seg       10 cicles + 20 cicles (� 0.5 seg extensió/cicle) 

68ºC  1 min     

68ºC  10 min 

4ºC     
 

 

 

4.2 NT-PCR 

 

4.2.1 Reactius i Equips: 

- Expand High Fidelity PCR System (Cat# 11732641001, Roche) 

- dNTP 10 mM equimolar de dATP, dCTP, dGTP, dTTP)  

- Aigua destil·lada estèril  

- Primers 10	M: C2F Mod, WEAU (veure Taula 7). 

- Tubs de 0,2 mL estèrils. 

- Puntes amb filtre. 

- Termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems). 



                                                                                                                                                                                   Annex Mètodes 

157 
 

 

4.2.2 Procediment: 

Preparar, en fred, una mescla tamponada per cadascuna de les mostres d’ADNc 

obtingudes per RT-PCR , tal com es detalla a continuació (el Buffer 10x, que conté 

15mM de MgCl2, i la polimerasa d’alta fidelitat Expand es comercialitzen en el kit 

Expand High Fidelity PCR System): 

 

H2O d estèril                      34 	L 

Buffer x10 with 15mM MgCl2  5 	L 

dNTP 10 mM   1 	L 

Primer WEAU (10	M)  2 	L 

Primer C2FMod (10	M)  2 	L 

           Expand HF pol (3,5U/	L)  1 	L                                               

Total    45 	L 

 

Afegir 5 μL de cada ADNc a la mescla tamponada anterior. El volum final de la 

reacció serà de 50 	L. Seguidament posar els tubs en el termociclador amb el 

programa detallat a continuació: 

 

94ºC  2 min 

94ºC  30 seg 

51ºC  30 seg       10 cicles + 20 cicles (� 0.5 seg extensió/cicle) 

68ºC  1 min     

68ºC  10 min 

4ºC     
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5. COMPROVACIÓ DE L’AMPLIFICACIÓ 

 

Per visualitzar si l’amplificació ha estat positiva, es comprova una alíquota de cada 

amplificació mitjançant una electroforesi en gel d’agarosa 1% en tampó Tris-borat EDTA 

(TBE). 

 

5.1 REACTIUS I EQUIPS: 

- Agarosa D1 Baja EEO (Cat# 8014, Pronadisa) 

- Tampó TBE 10x (Cat# EC-860, National Diagnostics) 

- SyBr Safe DNA Gel Stain 10.000x (Cat# S33102, Invitrogen) 

- Marcador 1kb Plus DNA Ladder (Cat# 10787-018, Invitrogen) 

- Tampó de càrrega 10x Blue Juice (Cat# 10816-015, Invitrogen) 

- Aigua destil·lada 

- Font i cubeta d’electroforesi 

- Microones 

- Balança 

- Transiluminador 

 

5.2 PROCEDIMENT: 

- Preparar el tampó TBE a concentració 1x (per un litre mesclar 100 mL de TBE 

10x i 900 mL d’aigua destil·lada). Omplir la cubeta d’electroforesi amb aquest 

tampó. 

- Preparar un gel d’agarosa al 1%; per 100 mL, pesar 1 gr d’agarosa i dispensar-lo 

en un matrau erlenmeier de 250 mL. Afegir 100 mL de TBE x1, mesclar bé i 

escalfar al microones fins que l’agarosa s’hagi dissolt completament. Deixar 

refredar (sense que polimeritzi) i afegir 5 	L de SyBr Safe 10.000x, mesclar bé i 

abocar en el motlle i deixar que polimeritzi a temperatura ambient.. 
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- Preparar les mostres i el marcador per carregar-les en el gel: mesclar 5 	L de 

mostra (o marcador de pes molecular) + 4 	L d’ aigua destilada + 1 	L tampó de 

càrrega, i mesclar. Ficar el gel d’agarosa a la cubeta i carregar les mostres. 

Connectar la cubeta a la font d’electroforesi i deixar córrer a ±100 volts durant 30 

min aproximadament. 

- Visualitzar la presencia de bandes d’ADN en un transiluminador, la banda 

d’interès és d’uns 650 pb. 
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6. PURIFICACIÓ DELS PRODUCTES DE PCR 

   

L’objectiu d’aquesta tècnica és obtenir els productes de PCR purificats, sense restes 

de dNTPs, primer-dimer, enzims, etc. La purificació es realitzarà a partir de la pròpia reacció 

de PCR (si la banda observada en el gel d’agarosa és única) o bé a partir de la banda 

d’interès retallada d’un gel d’agarosa de baix punt de fusió.  

 

6.1 PURIFICACIÓ DE BANDES D’UN GEL D’AGAROSA 

 

6.1.1 Reactius i Equips 

- Agarosa Low Melting (Cat# 8051, Pronadisa) 

- Tampó TBE 10x (Cat# EC-860, National Diagnostics) 

- SyBr Safe DNA Gel Stain 10.000x (Cat# S33102, Invitrogen) 

- Marcador 1kb Plus DNA Ladder (Cat# 10787-018, Invitrogen) 

- Tampó de càrrega 10x Blue Juice (Cat# 10816-015, Invitrogen) 

- Aigua destil·lada 

- Font i cubeta d’electroforesi 

- Microones 

- Balança 

- Transiluminador 

- Bisturí 

- Etanol 70% 

 

 

 

 

 



                                                                                                                                                                                   Annex Mètodes 

161 
 

 

6.1.2 Procediment 

- Preparar el gel d’agarosa de baix punt de fusió al 1% de la mateixa manera que 

un gel d’agarosa normal (veure apartat 5.2 d’aquest annex) però utilitzant 

l’agarosa esmentada. En aquest cas deixarem córrer el gel a ±60 volts durant 90-

120 min aproximadament. 

- Col·locar el gel en el transiluminador i tallar les bandes d’interès amb un bisturí 

netejat amb etanol 70%. Transferir cada banda a un tub de 1.5 mL estèril i 

retolat. 

- Pesar cada banda fent tara amb un tub de 1.5 mL buit i anotar el pes a cada tub. 

La banda pot fer màxim 300 mg. 

 

 

6.2 PURIFICACIÓ DE L’ADN AMPLIFICAT 

 

6.2.1 Reactius i Equips 

- GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification (Cat# 27-9602-01, Amersham) 

- Etanol absolut 

- Aigua destil·lada estèril 

- Minicentrífuga 

- Bloc termoestàtic a 60ºC (només si es purifica de banda) 

 

6.2.2 Procediment (producte PCR) 

- Preparar una columna i un col·lector per mostra. 

- Afegir 500 	L de Buffer de Captura a la columna. 

- Afegir els 45 μL de reacció de PCR a la columna y mesclar pipetejant 4-6 

vegades. 

- Centrifugar 1 min a 13000 rpm a temperatura ambient. 
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- Descartar el contingut del col·lector i reinserir la columna. 

- Afegir 500 	L de Buffer de Rentat (al que prèviament s’ha afegit etanol, segons 

instruccions del fabricant) a la columna. 

- Centrifugar 1 min a 13000 rpm a temperatura ambient. 

- Descartar el contingut del col·lector i reinserir la columna. 

- Sense afegir res, centrifugar 1 min a 13000 rpm a temperatura ambient. 

- Dispensar la columna dins un tub de 1.5 mL estèril i retolat. 

- Afegir 25 	L de Buffer d’Elució o aigua destil·lada estèril a la columna, xopant la 

membrana d’aquesta. 

- Deixar incubar 1 min a temperatura ambient per millor l’eficiència de l’elució.  

- Centrifugar 1 min a 13000 rpm a temperatura ambient. 

- Guardar l’ADN eluït a –20ºC si no s’utilitza a continuació. 

 

6.2.3 Procediment (banda de agarosa) 

- Preparar una columna i un col·lector per mostra. 

- Afegir tants 	L de Buffer de Captura com mg tingui la banda (per exemple: 

100mg, 100 	L). 

- Incubar a 60ºC fins que l’agarosa s’hagi fos (màxim 10 min). 

- Transferir el volum a una columna. 

- Centrifugar 1 min a 13000 rpm a temperatura ambient. 

- Descartar el contingut del col·lector i reinserir la columna. 

- Afegir 500 	L de Buffer de Rentat (al que s’ha afegit Etanol absolut, segons 

instruccions del fabricant) a la columna. 

- Centrifugar 1 min a 13000 rpm a temperatura ambient. 

- Descartar el contingut del col·lector i reinserir la columna. 

- Sense afegir res, centrifugar 1 min a 13000 rpm a temperatura ambient. 

- Dispensar la columna dins un tub de 1.5 mL estèril i retolat. 
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- Afegir 25 	L de Buffer d’Elució o aigua destil·lada estèril a la columna, xopant la 

membrana d’aquesta. 

- Incubar 1 min a Tª ambient per millorar l’eficiència d’elució.  

- Centrifugar 1 min a 13000 rpm a temperatura ambient. 

- Guardar l’ADN eluït a –20ºC si no s’empra seguidament. 

 

6.3 QUANTIFICACIÓ DE L’ADN PURIFICAT 

 

6.3.1 Reactius i Equips 

- Agarosa D1 Baja EEO (Cat# 8014, Pronadisa) 

- Tampó TBE 10x (Cat# EC-860, National Diagnostics) 

- SyBr Safe DNA Gel Stain 10.000x (Cat# S33102, Invitrogen) 

- Marcador quantitatiu Lambda DNA/HindIII (Cat# G1711, Promega) 

- Tampó de càrrega 10x Blue Juice (Cat# 10816-015, Invitrogen) 

- Aigua destil·lada 

- Font i cubeta d’electroforesi 

- Microones 

- Balança 

- Transiluminador 

 

6.3.2 Procediment 

- Preparar un gel d’agarosa a l’1% tal com s’explica a l’apartat 5.2 d’aquest 

annex. 

- Preparar les mostres i el marcador quantitatiu per carregar-les en el gel: 

mesclar 3 	L de mostra + 6 	L d’ aigua destilada + 1 	L tampó de càrrega; 1 	L 

de marcador (1 	g/	L) + 8 	L d’ aigua destilada + 1 	L tampó de càrrega. Ficar 

el gel d’agarosa a la cubeta i carregar el marcador quantitatiu i les mostres. 



                                                                                                                                                                                   Annex Mètodes 

164 
 

 

Connectar la cubeta a la font d’electroforesi i deixar córrer a ±100 volts durant 30 

min aproximadament. 

- Visualitzar les bandes d’ADN en un transiluminador, i estimar la seva 

concentració en funció de la seva intensitat i la del marcador quantitatiu (es 

coneix la concentració en ng/	L de cada banda del marcador). 
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7. LLIGACIÓ DELS INSERITS I EL VECTOR pGEM-T Easy 

 

 L’objectiu és inserir els fragments d’interès (productes de PCR purificats o inserits) en 

el vector pGEM-T Easy (Promega Corporation, Madison, WI, USA), modificant el protocol del 

fabricant per escurçar el temps de la tècnica. La proporció molar òptima per la lligació de 50 

ng de pGEM-T Easy amb els fragments de C2V5 és de vector:inserit 1:5, per tant, per 

calcular la quantitat d’inserit adequat s’utilitza la fórmula següent: 

 
 ng vector x pb inserit    50 ng x 650 pb 
           x 5 =                             x 5 =  ~ 55 ng inserit 
        pb vector          3015 pb 

 
 

7.1 REACTIUS I EQUIPS 

- pGEM-T Easy System I (Cat# A1360, Promega) 

- Rapid DNA Ligation (Cat# 1635379, Roche) 

-     Aigua destil·lada estèril 

 

7.2 PROCEDIMENT 

- Preparar per cada mostra i en aquest ordre: 

 Mostra   Control +   Control - 

1) Buffer 5x (kit ligasa)                   2 	L       2 	L       2 	L 

2) pGEM T-easy vector 50 ng/μL (kit vector)     1 	L       1 	L       1 	L 

3) Aigua destil·lada estèril      (6-x) 	L*      4 	L       6 	L 

4) Inserit            x 	L*       0 	L       0 	L 

5) Inserit Control 512 pb (kit vector)      0 	L       2 	L       0 	L 

6) 2x Rapid Ligation Buffer (kit vector)    10 	L     10 	L      10 	L  

7) Rapid DNA Ligase (kit ligasa)       1 	L       1 	L       1 	L 

 

* x, μL corresponents a ~55 ng d’inserit, depenent de la concentració d’aquest (estimada segons l’apartat 6.2.3 

d’aquest annex). 

- Incubar 5 min a temperatura ambient, i guardar a -20ºC si no s’utilitza 

seguidament. 
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8. TRANSFORMACIÓ DE LES LLIGACIONS EN BACTÈRIES DH5� 

 

L’objectiu és introduir el plasmidi que conté el fragment d’interès (lligació) en 

bactèries competents amb la fi d’aconseguir colònies discretes que ens permetran obtenir 

per separat els diferents clons moleculars compresos dins la  mostra inicial de plasma VIH-

1+. 

 

8.1 REACTIUS I EQUIPS 

- Subcloning Efficiency DH5� Competent Cells (Cat# 18265-017, Invitrogen) 

- LB Broth (Cat# L3022, Sigma) 

- LB Agar (Cat# L2897, Sigma) 

- Ampicil·lina (Cat# A9518,Sigma) 

- IPTG (isopropyl-�-D-thiogalactopyranoside), (Cat# I6758, Sigma) 

- X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-�-D-galactopyranoside) (Cat# V3941, Promega) 

- Bunsen 

- Bany termoestàtic a 37ºC 

- Incubador (shacker) a 37ºC 

- Estufa a 37ºC 

- Nanses de Digralsky estèrils (Cat#612-1561, VWR) 

- Nanses d’inoculació d’un sol ús (Cat#8175C510H, Gibco) 
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8.2 PREPARACIÓ DELS REACTIUS I MEDIS 

  

8.2.1 Ampicil·lina 50 mg/mL (100 mL) 

- Dissoldre 5 gr d’ampicil·lina en 100 mL d’aigua destil·lada estèril. 

- Esterilitzar per filtració i aliquotar fraccions de 1 mL en tubs de 1.5 mL estèrils 

retolats. 

- Conservar a -20ºC. 

 

8.2.2 IPTG 0.1M 

- Dissoldre 2,4 gr d’IPTG en 100 mL d’aigua destil·lada estèril. 

- Esterilitzar per filtració i aliquotar fraccions de 1 mL en tubs de 1.5 mL estèrils 

retolats. 

- Conservar a -20ºC. 

 

8.2.3 LB líquid amb Ampicil·lina (1 Litre) 

- Dissoldre, en un matrau de 2 litres, 20 gr de LB Broth en 1 L d’aigua destil·lada. 

- Autoclavar 20 min a 121ºC. 

- Quan s’hagi refredat afegir 1 mL d’Ampicilina 50 mg/mL (concentració final al 

medi 50 μg/mL). 

- Conservar a 4ºC. 

 

8.2.4 Plaques de LB Agar + Amp + X-gal + IPTG (15-20 plaques)  

- Dissoldre, en un matrau de 2 litres, 35 gr de LB Agar en 1 L d’aigua destil·lada. 

- Autoclavar 20 min a 121ºC. 

- Quan estigui a uns 50ºC afegir 1 mL d’ampicil·lina 50 mg/mL 1 mL X-Gal 50 

mg/mL i 2 mL d’ IPTG 0.1M. 

- Mesclar i aliquotar en plaques de Petri sota la flama del bunsen. 
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- Deixar polimeritzar a temperatura ambient.  

- Conservar a 4ºC. 

 

Les concentracions finals a la placa són de 50 μg/ml d’ampicil·lina, 50 μg/ml de 

X-Gal i 0,2 μM d’IPTG. El X-Gal és un substrat cromogènic per la �-galactosidasa 

que produeix un color blau intens que es detecta visualment d’una manera molt clara. 

L’IPTG és un inductor de l’activitat �-galactosidasa en diferents bactèries. S’uneix al 

repressor lacI, inhibint-lo, doncs funciona com un anàleg d’aquest. L’IPTG i el X-Gal 

són utilitzats per diferenciar els plasmidis recombinants dels no recombinants en 

estratègies de clonatge basades en vectors que contenen el gen lacZ. 

 

8.3 PROCEDIMENT 

- Descongelar suaument les bactèries DH5-α en gel i fer alíquotes de 50 μL en 

tubs de 1.5 mL estèrils, mantenint-les en gel. 

- Afegir 5 μL de lligació sense pipetejar en excés (mesclar amb la punta de la 

pipeta sense pujar i baixar). 

- Incubar en gel 30 min. 

- Fer un xoc tèrmic de 20 segons en un bany termoestàtic a 37ºC. 

- Posar ràpidament en gel i deixar-ho refredar 2 minuts. 

- Dispensar 950 μL de medi SOC (proveït amb les bactèries) a temperatura  

ambient en tubs de 15 mL i afegir-hi la transformació. 

- Incubar 1 hora màxim a 37ºC con agitació forta (250 rpm). 

- Centrifugar 10 min a 3000 rpm (aprox) y decantar el sobrenedant. 

- Ressuspendre el pèl·let amb el medi que quedi en el tub després de decantar. 

- Sembrar en plaques LB + Amp + X-gal + IPTG per duplicat: 20 i 200 μL amb 

nanses de Digralsky estèrils.  
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- Incubar las plaques durant tota la nit en una estufa a 37ºC. 

- Abans de picar les colònies deixar a  4ºC 1 hora com a mínim perquè el color de 

les colònies es defineixi millor. 

- Picar 20 colònies individuals que continguin el plasmidi amb l’inserit (de color 

blanc) amb nanses estèrils. Descartar les colònies blaves (plasmidi sense inserit 

o relligats). 

- Inocular cada colònia en un tub que contingui 3 mL de medi LB líquid amb 

ampicil·lina. 

- Incubar durant tota nit a 37ºC amb agitació forta (250 rpm). 

- Centrifugar 30 min a 3000 rpm (aprox) a 4ºC y decantar el sobrenedant. 

- Congelar el pèl·let a -20ºC si no s’utilitza seguidament. 
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9. OBTENCIÓ DE L’ADN PLASMÍDIC A PETITA ESCALA (MINIPREPS) 

L’objectiu de la tècnica és la purificació del ADN plasmídic a partir de bactèries 

transformades, mitjançant una lisi alcalina. El plasmidi purificat obtingut es denominarà a 

partir d’ara, miniprep.  

 

9.1 REACTIUS I EQUIPS 

- QIAprep Spin Minipreps (Cat# 27106, QIAGEN) 

- Etanol Absolut 

- Aigua destil·lada estèril 

- Minicentrífuga 

 

9.2 PROCEDIMENT 

- Ressuspendre bé el pèl·let de bactèries transformades amb 250 	L de Buffer de 

Ressuspensió P1 (assegurar-se que conté la RNasa A proveïda pel fabricant). 

- Transferir aquesta mescla a un tub de 1.5 mL estèril. 

- Afegir 250 μL de Buffer de Lisi P2.  Mesclar por inversió. No fer vòrtex. No 

sobrepassar els 5 minuts d’incubació. 

- Añadir 350 μL de Buffer de Neutralització N3. Mesclar por inversió 

immediatament. No feer vòrtex. 

- Centrifugar 10 min a màxima velocitat a temperatura ambient. 

- Dispensar les columnes dins els tubs col·lectors. 

- Transferir amb una pipeta el sobrenedant dins la columna (descartar el pèl·let). 

- Centrifugar 1 min a màxima velocitat a temperatura ambient. 

- Buidar el tub col·lector. Dispensar la columna dins el col·lector de nou. 

- Afegir 750 μL de Buffer de Rentat PE (assegurar-se que conté l’etanol absolut 

indicat pel fabricant). 

- Centrifugar 1 min a màxima velocitat a temperatura ambient. 
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- Buidar el tub col·lector. Dispensar la columna dins el col·lector de nou. 

- Sense afegir res, tornar a centrifugar a màxima velocitat 1 minuto. 

- Dispensar la columna dins un tub de 1.5 mL estèril. 

- Afegir 50 μL de H2O destil·lada estèril en el centre de la columna. 

- Incubar 1 minut a temperatura ambient. 

- Eluir el DNA centrifugant a màxima velocitat 1 minut. 

- Descartar la columna i guardar a –20ºC si no s’utilitzés a continuació. 
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10. COMPROVACIÓ DE LA PRESÈNCIA D’INSERIT EN LES MINIPREPS 

 

 L’objectiu d’aquesta tècnica és comprovar que les minipreps contenen l’inserit d’ 

interès clonat, mitjançant una reacció senzilla de PCR. 

 

10.1 REACTIUS I EQUIPS 

- Go Taq Green Master Mix (Cat# M7112, Promega) 

- Primers M13Fw y M13Rv (10 	M) (veure Taula 7) 

- Aigua destil·lada estèril 

- Termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) 

 

10.2 PROCEDIMENT 

Preparar, en fred, una mescla tamponada per cadascuna de les minipreps, tal 

com es detalla a continuació (La GoTaq Mix x2 és una mescla tamponada de 

polimerasa, dNTPs i MgCl2): 

 

GoTaq Mix x2  12,5 	L 

Primer M13Fw (10	M)   0,5 	L 

Primer M13Rv (10	M )   0,5 	L 

Aigua destil·lada estèril   9,5 	L 

Total       23 	L 

 

Afegir 2 μL de miniprep a la mescla tamponada anterior. El volum final de la 

reacció serà de 25 	L. Seguidament posar els tubs en el termociclador amb el 

programa següent: 
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94ºC 5 min 

94ºC 10 seg 

50ºC 10 seg    40 cicles 

60ºC 2 min     

72ºC 10 min 

4ºC    
 

 

 

10.3 VISUALITZACIÓ DE LA PCR DE COMPROVACIÓ 

Per visualitzar si l’amplificació ha estat positiva, és a dir, que la miniprep conté 

l’inserit d’interès, es comprova una alíquota de cada amplificació mitjançant una 

electroforesi en gel d’agarosa al 1% (veure apartat 5.2 d’aquest annex). En aquest 

cas, però, no cal afegir tampó de càrrega a les mostres, ja que la pròpia GoTaq Mix 

proporciona la viscositat adequada a la PCR per poder carregar directament les 

mostres en el gel. Carregar directament 5 μL de la PCR; la banda d’interès es 

visualitza a uns 850 pb aproximadament mentre la banda corresponent a la miniprep 

sense inserit es troba a uns 250 pb (lacZ). 
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11. SEQÜENCIACIÓ DELS CLONS MOLECULARS 

 

L’objectiu és obtenir la seqüència de nucleòtids dels inserits, ja que corresponen als 

diferents clons moleculars del VIH-1 plasmàtics d’un pacient en un moment determinat. 

 

11.1 REACTIUS I EQUIPS 

- BigDye Terminator RR-100 v.3.1 (Cat# 4337455, Applied Biosystems) 

- Primers M13Fw y M13Rv (10 	M) (Veure Taula 7) 

- Aigua destil·lada estèril 

- Montage SEQ96 Sequencing Reaction Cleanup Kit (Cat# LSKS09624, Millipore) 

- Film adhesiu per precintar plaques (Cat# G040, AttendBio) 

- Plaques 96 pous per injecció al seqüenciador (Cat# PCR-96M2-HS-C, Bonsai 

Technologies) 

- Termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) 

- Aparell de buit amb adaptador per plaques SEQ96 

- Vòrtex amb adaptador per plaques 

 

11.2 REACCIÓ DE SEQÜENCIACIÓ 

Preparar, en fred, una mescla tamponada de cada per cadascuna de les 

minipreps, tal com es detallen a continuació (El BigDye Terminator, que conté la 

polimerasa i els fluoronucleòtids, i el Buffer 5x es comercialitzen en el kit BigDye 

Terminator RR-100 v.3.1): 

 

H2O d                 5 	L  H2O                  5 	L 

Buffer 5x    1.5 	L  Buffer 5x    2 	L 

Primer M13Fw (10 	M)   0.5 	L  Primer M13Rv (10 	M)  0.5 	L 

BigDyeTerminator v3.1   1 	L  BigDyeTerminator v3.1  1 	L 

Total   8 �L   Total   8 �L 
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Afegir 2 μL de cada miniprep a cadascuna de les 2 mescles tamponades 

anteriors. El volum final de la reacció serà de 10 	L. Seguidament posar els tubs en 

el termociclador amb el programa següent: 

 

94ºC 5 min 

94ºC 10 seg 

50ºC 10 seg    40 cicles 

60ºC 2 min     

72ºC 10 min 

4ºC     
 

 

Un cop finalitzada la reacció de seqüenciació guardar protegit de la llum si no 

s’eliminen els terminadors a continuació. 

 

10.3 ELIMINACIÓ DE TERMINADORS 

 L’objectiu d’aquest pas és la purificació de les seqüències per poder ser 

llegides en el seqüenciador (les plaques de purificació SEQ96 i l’Injection Buffer son 

proveïdes pel kit Montage SEQ96 Sequencing Reaction Cleanup). 

 

- Diluir les reaccions de seqüenciació afegint 20 	L de Injection Solution. 

- Barrejar pipetejant 3-5 vegades. 

- Transferir les reaccions diluïdes al fons de cada pouet de la placa SEQ96. 

- Posar la placa SEQ96 a l'aparell de buit. 

-  Aplicar buit fins a 23-25’’ Hg. Mantenir el buit fins que la solució s'hagi eluït per 

complet (2-3 min). Continuar mantenint el buit durant 15-30 segons després que 

l'últim pouet s'hagi buidat. 

- Tancar el buit i treure la placa SEQ96 de l'aparell. 

- Assecar l'excés de líquid del fons de la placa SEQ96 pressionant sobre paper 

absorbent. 
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- Afegir 20 	L de Injection Solution al fons de cada pouet de la placa SEQ96. 

- Posar la placa SEQ96 a l'aparell de buit. Aplicar buit fins a 23-25’’ Hg. Mantenir 

el buit fins que la solució s'hagi eluït per complet (2-3 min). Continuar mantenint 

el buit durant 15-30 seg després que l'últim pouet s'hagi buidat. 

- Tancar el buit i treure la placa SEQ96 de l'aparell. Assecar l'excés de líquid del 

fons de la placa pressionant sobre paper absorbent. 

- Tornar a afegir 20 	L de Injection Solution al fons de cada pouet de la placa 

SEQ96. 

- Ressuspendre els productes de seqüenciació purificats amb Injection Solution 

pipetejant 20 vegades amb una pipeta automàtica. Alternativament, al tenir un 

gran nombre de mostres, el DNA pot ser ressuspès per agitació en un shaker de 

plaques (vórtex amb adaptador), per tant es precinta la placa SEQ96 amb film 

adhesiu i es col·loca en el shaker 10 min amb agitació moderada. 

- Transferir els productes de seqüenciació purificats a una placa d'injecció 

apropiada. Mantenir a 4ºC i a les fosques mentre no s’injectin al seqüenciador. 
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             1        10        20        30       
             |        |         |         | 
Referència  CTRPNNNTRKSINIGPGRAFYTTGEIIGDIRQAHC 
 
46_BS_A 83% ............HM...KVL.A..D.......... 
46_BS_B 11% ............HM...KVL.A..D.V..V..... 
46_BS_C   6% ......S.....HM...KVL.A..D.......... 
46_S1_A 55% ..........G.H....KVL.A..D.......... 
46_S1_B 20% ............HM...KV..A..D...N...... 
46_S1_C     5% ............RM...KV..A..D...N...... 
46_S1_D     5% ..........G.H....KVL.A..D...N...... 
46_S1_E     5% .....D....G.H....KVL.A..D.......... 
46_S1_F     5% ............H....KVL.A..D.......... 
46_S1_G     5% ....S.......HM...KV..A..D.......... 
46_S2_A   91% ..........G.H....KVL.A..D...N...... 
46_S2_B     9% ..........G.H....KV..A..D...N...... 
 
185_BS_A    56% ..........G.H........A.-D.......... 
185_BS_B    44% ..........G.H........A.-D...N...... 
185_S1_A   53% ..........G.H........A.-D.......... 
185_S1_B   47% ..........G.H........A.-D...E...... 
185_S2_A   95% ..........G.H........A.-D...E...... 
185_S2_B    5% ..........G.H.....V..A.-D...N...... 
 
262_BS_A     88% ..........G.H........A............. 
262_BS_B     12% .....H....G.H........A............. 
262_S1_A   45% .......I..G.H........A............. 
262_S1_B  15% ..........G.H........A..N.......... 
262_S1_C   10% .......I..G.H........A..D.......... 
262_S1_D   10% ....S.....G.H........A..D.......... 
262_S1_E    5% ..........G.H........A............. 
262_S1_F    5% ......DI..G.H........A..G.......... 
262_S1_G    5% .......I..G.H........A...........Y. 
262_S1_H   5% ....S.....G.H........A............. 
262_S2_A    38% .....D......H........A..D.T........ 
262_S2_B    22% ..........G.H........A..N.......... 
262_S2_C    11% ..........G.H........A..G........Y. 
262_S2_D    11% ..........G.H........A..D.T........ 
262_S2_E    6% ............H........A..D.T........ 
262_S2_F    6% .....D......H........A..G........Y. 
262_S2_G    6% .....D....G.H........A..D.T......Y. 
 
269_BS_A     50% ..............A......A....-........ 
269_BS_B     20% .M..........T........A..G.-........ 
269_BS_C     20% .....................A....-........ 
269_BS_D     10% .M............A......A....-........ 
269_S1_A   30% .M..........T........A..G.......... 
269_S1_B   30% ..............A......A..D.......... 
269_S1_C   10% ............T........A..G.......... 
269_S1_D   10% ............T........A..D.......... 
269_S1_E   10% ..............A......A..G.......... 
269_S1_F   10% ............T.......IA..D.......... 
269_S2_A   94% .M..........T........A..G.......... 
269_S2_B    6% ............T........A..G.......... 
 
33_S1_A    70% .........T..HL.......A..D...N...... 
33_S1_B    15% .........T..H........A..D......R... 
33_S1_C     5% ..G......T..HL.......A..D...N...... 
33_S1_D     5% .........T..H........A..D.......... 
33_S1_E     5% ..G......T.-------...A..D...N...... 
33_S2_A    94% .........T...........A..D......R... 
33_S2_B    6% .........T...........A..D......RT.. 
 
158_BS_A    83%  .I........G.HL...QTW.A..D...N...... 
158_BS_B    11% .I........G.HL...QTW.A.......T..... 
158_BS_C     6%   .I........G.HL...QTW.A..D.......... 
158_S1_A    40%   .I........G.HL...QTW.A..D...N...... 
158_S1_B    30%  .I........G.HL...QTW.A..D........Y. 
158_S1_C    10%  .I.....I..G.HL...QTW.A..D........Y. 
158_S1_D    10% .I........G.HL....TW.........TK.... 
158_S1_E    10%    .I........G.HL...QTW .A..D.......... 
158_S2_A    55%    .I........G.HL...QTW.A..D........Y. 
158_S2_B    27%    .I........G.HL...QTW.A..D.......... 
158_S2_C    18%    .I..........HL...QTW.A..D...N....Y. 
         

Figura S1 Aliniaments de totes les variants 
de V3 obtingudes de cada mostra de 
l’estudi. S’indica en cada seqüència el codi 
del pacient _població_número de variant i 
la freqüència (%) que ocupa dins la 
població. BS: basal, S1: stop 1, S2: Stop 2. 
(.) indica que en aquella posició hi ha el 
mateix nucleòtid que a la seqüència de 
referència (-) indica una deleció en aquella 
posició respecte a la seqüència de 
referència (V3 del virus BaL, de tropisme 
R5). 
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     1        10        20        30       
             |--------|---------|---------|----- 
Referència  CTRPNNNTRKSINIGPGRAFYTTGEIIGDIRQAHC 
 
168_BS_A    58% ............T...........D.T......Y. 
168_BS_B    42% ........................D.T......Y. 
168_S1_A  82% ........................D.T......Y. 
168_S1_B   6% ............H...........D.T......Y. 
168_S1_C    6% ..........G.............D.T......Y. 
168_S1_D    6% ............T....K......D.T......Y. 
168_S2_A  66% ........................D.T......Y. 
168_S2_B   13% ............T...........D.T......Y. 
168_S2_C    7% ............T....K......D.T......Y. 
168_S2_D     7% ..K.........T...........D.T......Y. 
168_S2_E     7% ........................D.T......YR 
 
201_BS_A   50% .........R.VHA.....L...-D...N....Y. 
201_BS_B   20% .I.......R.VHV...G.L...-DV..N....Y. 
201_BS_C   15% .I.......R.VHV...S.L...-D........Y. 
201_BS_D     5% .........R.VHV...G.L...-D...N..L.Y. 
201_BS_E     5% .........R.VHV...G.L...-D...N....Y. 
201_BS_F     5% .I.......R.VHV...G.L...-D...N....Y. 
201_S1_A  94% .........R.VHV.....L...-D.....K..Y.  
201_S1_B    6% .........R.VHV.....L...-D..R..K..Y. 
201_S2_A     100% .........R.VHV.....L...-D...T....Y. 

 
207_BS_A    73% ............HM.....LF.S-D.......... 
207_BS_B    27% ............HM.....LF.S-D.T........ 
207_S1_A    53% ............HM.....LF.SK-.......... 
207_S1_B    41% ............HM.....LF.LN-.......... 
207_S1_C     6% ............HM.....LF.SA-.......... 
207_S2_A    58% ............HM.....LF.LN-.......... 
207_S2_B    25% ............HM.....LF.SH-.V........ 
207_S2_C  17% ............HM.....LF.SH-.......... 
 
213_BS_A 100% ....S.....G.HM.L................... 
213_S1_A   44% ....S.....G.HM.L............N....Y. 
213_S1_B   33% ....S.....G.HM.L..........T.N....Y. 
213_S1_C   17% ....S.....G.HM.L.................Y. 
213_S1_D   6% ....S.....G.HM.L.........VT.N....Y. 
213_S2_A    65% ....S.....G.HM.L..........T.N...... 
213_S2_B    20% ....S.....G.HM.L..........T.N....Y. 
213_S2_C   10% ....S.....G.HM.L............G....Y. 
213_S2_D     5% ....S.....G.HM.L............G...... 
     
261_BS_A    56% ............H........A..D.......... 
261_BS_B    38% ............HM.L.....A..D.......... 
261_BS_C     6% .......A....H........A..D.......... 
261_S1_A    84% ............H........A..D.......... 
261_S1_B     8% ..G.........H........A..D.......... 
261_S1_C  8% .....T......H........A..D.......... 
261_S2_A    54% ............H........A..D.......... 
261_S2_B    27% ............H........A..D......R... 
261_S2_C    13% .........R..H........A..D.......... 
261_S2_D    6% ............H........A..D.....G.... 
   
265_BS_A    73% ....S.......P.......FA..Q.......... 
265_BS_B    13% ....S.......P.......FA.VQ.......... 
265_BS_C     7% ............P.......FA..Q.......... 
265_BS_D     7% ....S.......P.....T.FA..Q.......... 
265_S1_A 69%   ............P......L.A......N...... 
265_S1_B 11% ............P......L.A............. 
265_S1_C  5% ............P......LCA......N...... 
265_S1_D  5% ............P.......FA..Q.......... 
265_S1_E  5% ....S.......S.......FA..Q.......... 
265_S1_F  5% ............P......L.A......N...T.. 
265_S2_A    86% ............P......L.A......N...... 
265_S2_B    14% ...L........P......L.A......N...... 
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            1        10        20        30       
             |--------|---------|---------|----- 
Referència  CTRPNNNTRKSINIGPGRAFYTTGEIIGDIRQAHC 
 
105_BS_A    44% .........R..QL...K...A..D.......... 
105_BS_B    39% ............H....G......D.......... 
105_BS_C    11% ...S.....R..QL...K...A..D.......... 
105_BS_D     6% .........R..QL...K...V..D.......... 
105_S1_A     100% .........R..QL...K...A..D.......... 
105_S2_A    90% ............H....G......D.......... 
105_S2_B    5% .........R..QL...K...A..D.......... 
105_S2_C     5% ............H....G......G.......... 
 
228_BS_A    88% .I..........P........A..D...K...... 
228_BS_B     6% .I..........P........A..D...K.G.... 
228_BS_C     6% .I..........P......L.A..D...K...... 
228_S1_A    91% .I..........P........A..D...K...... 
228_S1_B   9% .I..........S........A..D...K...... 
228_S2_A    38% .I..........P........A..D...E.....Y 
228_S2_B    23% .I..........P........A..D...E...... 
228_S2_C    15% .I..........P........A..D...ET..... 
228_S2_D    15% .I..........P....K...A..D...N...... 
228_S2_E     8% .I..........P........A..D...K...... 
 
282_BS_A    82% .........R..H...........A...N....Y. 
282_BS_B    18% ...L.....R..H...........A...N....Y. 
282_S1_A    58% .........R..H...........A...N....Y. 
282_S1_B    42% ............H...........A...N....Y. 
282_S2_A    85% ............H...........A...N....Y. 
282_S2_B   15% ......D.....H...........A...N....Y. 
 
296_BS_A     28% ....Y....RG.H.........AK-.......... 
296_BS_B    18% ....Y....RG.H.........AR-.......... 
296_BS_C     18% ....Y.......H.........AKQ.......... 
296_BS_D     12% ....Y....RG.H....G.....K-.......... 
296_BS_E     12% ....Y....RG.H.........AK-.T........ 
296_BS_F       6% ....Y....RG.H....G....AK-.......... 
296_BS_G       6% ....Y....RG.H.........AK-......R... 
296_S1_A    61% ....Y....RG.H.........A-........... 
296_S1_B    33% ....Y....RG.H.........AK-.......... 
296_S1_C     6% ....Y....RG.H.........AT-.V........ 
296_S2_A    53% ....Y...S...H.........AK-.......... 
296_S2_B    20% ....Y.......H.........A-........... 
296_S2_C    13% ....Y.....G.H....G....AK.........Q. 
296_S2_D     7% ....Y....RG.H..........-........... 
296_S2_E    7% ....Y.......H.........A-....N...... 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



                                                                                                                                                                                 Annex Resultats 
 

182 
 
 

Pacient 46     Pacient 185 
 

 
 
 

 

Figura S2 Arbres filogenètics consens obtinguts per cada pacient de l’estudi. Es van analitzar totes les seqüències 
nucleotídiques de la regió C2V5 de l’envolta del VIH-1 de cada pacient, introduint la matriu de distàncies Kimura dos-
paràmetres dins l’algoritme de construcció d’arbres neighbor-joining. Per comprovar la consistència dels arbres es va emprar 
el mètode bootstrap de remostreig, realitzant 1000 rèpliques aleatòries de la mostra inicial. Les llagades de les branques 
s’han representat a escala. S’indica el nom de cada clon: BS, clons de la població basal; S1 clons del stop 1; i S2, clons del 
stop 2. S’indiquen els valors de bootstrap superiors al 75% en les branques corresponents. 
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Pacient 262      Pacient 269 
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  Pacient 33     Pacient 158 
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