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RESULTATS OBJECTIU 1.

Amb la finalitat de contestar el primer objectiu de la tesi basat en
I'estudi de la dinamica viral en el rebrot com a conseqiiéncia de les IET, es van
estudiar, en les tres cohorts de pacients comentades en detall a I'apartat de
material i métodes, les caracteristiques basals, la carrega virica (CV) en
plasma, el comptatge de cél.lules T CD4, el temps de duplicacio i les respostes
cellulars T limfoproliferativa i CD8 citotoxica anti-VIH-1 en les diferents

interrupcions del tractament.

1. RESULTATS DE LA COHORT DE PACIENTS SOTMESOS A IET (Cohort 1)

S’han estudiat 10 pacients amb infeccié cronica pel VIH-1 amb xifres
basals de CD4 >500 x 10° cél.lules/I (com a minim en dues determinacions
separades per un periode d'1 a 3 mesos) i una carrega virica estable > 5000
copies/ml (com a minim en dues determinacions separades per un periode d’1
a 3 mesos). La mitja d’edat dels 10 pacients va ser de 36 + 3 anys i 7 eren
homes. Els factors de risc d’infeccié per VIH-1 van ser 1 drogo-dependent, 5
homosexuals i 4 de transmissio heterosexual. Tots els pacients havien estat
infectats entre els 20 i els 80 mesos abans d'iniciar el tractament antirretroviral i
cap dels pacients va presentar una primoinfeccié sintomatica. Tres pacients
(30%) van presentar una coinfeccié pel virus de la hepatitis C (HCV). En quatre
dels deu pacients (40%) es va detectar la mutacio A32 del gen CCR5 en un
dels al.lels. Les caracteristiques del moment basal previ a I'inici del tractament
(dia —365) i aquelles prévies a la primera interrupcié del tractament (dia 0) es
detallen a la taula 2. Transcorregut un any amb terapia triple (dia 0) la carrega
virica (CV) va ser inferior a les 20 copies/ml en tots els pacients (< 5 copies/ml
en 5 dels 10 pacients), la CV en liquid cefalorraquidi va ser < 20 copies/ml en
tots els pacients, i la CV en teixit limfatic va ser <40 cdpies/mg de teixit en 6
pacients i de 485 copies /mg de teixit en 1 pacient (dels 7 pacients dels que es

va poder obtenir biopsia del teixit amigdalar). En 4 pacients, el quocient de
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cél.lules CD4/CD8 va ser superior a 1 en el dia 0. El pacient 156 es va perdre

despres de la primera interrupcio. Com a grup control es van seleccionar 20

pacients naive amb uns valors de CD4 i carrega virica similars i que no van

rebre cap tractament antirretroviral I'any de I'estudi.

Taula 2. Caracteristiques basals, canvis en la CV i cel.lules T CD4 durant les tres IET

Pacients 4 107 226 72 169 170 211 12 157 156
Sexe M M F F M M M M F M
Edat (anys) 32 27 25 30 52 47 36 32 35 30
Factor de Risc HMS HMS HET  HET HMS HET ADVP HMS HET HMS
Caracteristiques
basals (prévies
TARGA, setmana
-52)
Céﬁl.lules TCD4 (x 946 500 525 629 551 520 540 658 531 739
10°/1)
Cél.lules T CD8 1769 1225 482 710 911 2380 1480 852 714 1346
Carga virica 63000 20431 5123 27231 21231 504264 109032 27502 14102 185885
(copies/ml)
Logio CV 4.8 43 3.8 4.5 4.3 5.7 5.0 4.44 4.15 5.27
Caracteristiques
inici IET (dia 0)
Céel.lules TCD4 (x 1632 535 1256 856 871 505 892 820 826 1150
10°/1)
Cél.lules T CD8 1938 1234 1756 722 845 1382 1595 703 727 1972
Quocient CD4/CD8 0.84 0.43 0.71 1.18 1.03 0.35 0.58 1.17 1.15 0.58
Carrega virica <5 <5 <5 <5 <5 10 10 <5 <5 19
(copies/ml)
CV teixit limfatic <40 <40 <40 NR <40 485 <40 <40 NR NR
(copies/mg teixit)
CVLCR <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20 <20
(copies/mg)
Genotip CCR5 WT A32 WT A32 A32 WT WT WT WT A32
Temps duplicacié
(dies)®
STOP 1 1.7 3.5 3.8 25 1.5 14 1.8 1.0 2.1 NR
STOP 2 2.1 3.0 8.7 8.7 1.8 1.8 2.2 1.5 1.7 NR
STOP 3 24 3.8 3.8 3.2 5.8 1.9 6.5 4.3 25 NR
Caracteristiques
als 12 mesos
sense tractament
després del STOP
3
Carga virica 3500 3620 289 3150 9000 99000 24960 25118 144543 NR
(copies/ml)
Logso CV° 3.5 35 25 3.5 3.9 5.0 4.4 4.40 5.16 NR
CV —CV basal -1.3 -0.8 -1.3 -1.0 -0.4 -0.7 -0.6 -0.04 1.01 NR
CéllulesTCD4 (x 1319 625 625 731 854 594 513 851 678 NR
10%/1) —valor basal
CéllulesTCD4 (x 373 125 143 21 -57 74 -27 193 -36 NR

10%/1) — valor basal
(x 10%1)

.“Calcul del temps de duplicacio descrit previament (Ho i col., 1995).Veure metodologia.

®Darrera determinacio disponible de CV (pacient 170 i 226 al mes 6, la resta de pacients

al mes 12), NR (no disponibilitat de resultats).
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1.1. Dinamica del rebrot de la carrega virica (CV)

El rebrot de la CV es va detectar en tots els pacients en cadascuna de
les IET. El temps de duplicacié en la primera interrupcio del tractament va ser
de 2.01 (DS 0.29) dies (Taula 2). No es va observar un temps de duplicacié
més llarg en els pacients que presentaven la CV <5 copies/ml en el dia 0
respecte d’aquells que presentaven la CV entre les 5-20 copies/ml [temps de
duplicaci6 2.11 (DS 0.43) dies i 1.88 (DS 0.31) dies, respectivament ]. En canvi,
els pacients amb la mutacié A32 en el gen CCR5 (4 pacients) van presentar un
temps de duplicaci6 major que aquells (4 pacients) que no presentaven
aquesta mutacio. A més a més, es van observar atenuacions quantitatives en la
dinamica viral del rebrot que van ser més pronunciades a la tercera interrupcio
del tractament en la majoria dels pacients (Taula 2, Fig 15). En 4 pacients, la
CV del rebrot va superar en >0.5 log la CV basal després de la primera i
segona interrupcié del tractament (pacients 12, 157, 169 i 170). En canvi,
després de la tercera interrupcio, unicament el pacient 157 va presentar la CV
del rebrot superior a la basal. En aquest pacient, el rebrot de la CV de la
segona IET va anar acompanyada de sintomes assemblats als d’una
primoinfeccioé incloent un increment en el tamany dels ganglis limfatics, rash
cutani i febre. La sintomatologia va desapareixer després de la reintroduccio del
mateix tractament aconseguint una disminucié de la CV per sota els nivells de
detectabilitat. En els 5 pacients restants (pacients 4, 72, 107, 211 i 226)
lincrement de la CV en el rebrot després de la primera, segona i tercera IET va
ser similar o inferior al valor de la CV basal (Figura 15).

Cal remarcar, que durant la segona interrupcié en quatre dels nou
pacients (4, 72, 107 i 226) la CV va disminuir espontaniament i es va mantenir
per sota del valor basal en abséncia de TARGA (diferéncia entre el valor més
baix de CV durant la segona interrupci6 i el basal, -1.10, -2.05, -0.81 i —2.07
log.o, respectivament) (Figura 15). De la mateixa manera, després de la tercera

interrupcio, la CV va disminuir amb valors inferiors al basal en 6 dels 9
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pacients. A la tercera IET, els pacients 4, 72, 107, 170, 211 i 226 presentaven
una diferéncia entre el valor d’estabilitzacié de la CV [definit com la mitja dels

dos darrers valors de la CV separats un minim d’'un mes després d’una mitjana
de 52 setmanes sense tractament (interval, 24-62 setmanes)] i de la CV basal
de -1.3, -1.0, -0.8, -0.7, -0.6, 1.3 logq,, respectivament. A més a més, 4
d’aquests 6 pacients van mantenir uns valors de CV <5000 copies/ml després
d’'una mitja de 52 setmanes sense tractament (Figura 15). Dels 20 pacients del
grup control amb infeccié cronica pel VIH-1 i sense tractament, la CV va
continuar estable o va incrementar durant I'any de seguiment (Fig 16). No es va
observar una disminucié mantinguda de la CV en el grup de pacients no

tractats.

1.2. Resposta immuno especifica anti-VIH-1

Es van estudiar les respostes cel.lulars T, CD4 proliferativa i CD8
citotoxica, especifiques anti-VIH-1 per determinar si existia alguna relacié amb
la disminucié espontania de la CV observada durant el periode d’interrupcié del
tractament (Figura 17). En la primera interrupcié no es va observar en cap dels
pacients una resposta cel.lular T CD4 limfoproliferativa ni CD8 citotoxica.
Despres de la segona interrupcio, 4 dels 9 pacients (pacients 4, 72, 107 i 226)
van presentar una resposta cel.lular T CD4 limfoproliferativa contra I'antigen
p24 del VIH-1 perd no van presentar cap resposta contra els antigens de
'envolta, Env. A més a més, 5 dels 9 pacients (els mateixos citats anteriorment,
4,72, 107 i 226, més el pacient 211) van presentar una resposta cel.lular T
CD8 anti-VIH-1 de moderada a forta a la segona interrupcio (Figura 17).
Després de tres mesos d’haver-se reiniciat el tractament antirretroviral tots els
pacients van perdre la resposta limfoproliferativa especifica anti-VIH-1 a
excepcio del pacient 226. Després de la tercera interrupcié del tractament, 8
dels 9 pacients (pacients 4, 12, 72, 107, 169, 170, 211 i 226), van desenvolupar
una debil resposta cellular T CD4 proliferativa (Figura 17) que va ser
significativament superior a 'observada durant la primera interrupcié (t-test de

Wilcoxon de dades aparellades, p= 0.078). Respecte a la resposta cel.lular T
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CD8 citotoxica especifica anti-VIH-1, es va observar un increment de moderat a
fort en 7 dels 8 pacients estudiats després de la tercera interrupcié (pacients 4,
12, 72, 107, 169, 170, 211; en el pacient 226 no es va mesurar) (Figura 17).
Aquesta resposta cel.lular T CD8 citotoxica especifica anti-VIH-1 es va
mantenir durant els periodes de no tractament en aquells pacients que
presentaven una disminucié espontania de la CV. D’altra banda, la resposta
cel.lular T CD4 proliferativa anti-p24 del VIH-1 va ser intermitentment positiva
en aquests pacients (Figura 17). Cap dels 20 pacients no tractats del grup
control van presentar resposta cel.lular T CD4 proliferativa anti-VIH-1 durant
I'any de seguiment. Unicament 1 dels 7 pacients als que se’ls hi va mesurar la
resposta cel.lular T CD8 citotdoxica especifica anti-VIH-1 del grup control, va

presentar una resposta moderada.

1.3. Relacié entre els canvis de la dinamica de la CV i els canvis en les
respostes cel.lulars immuno especifiques anti-VIH-1 durant els 3 cicles
d’IET

Es va detectar una atenuacié quantitativament significativa de la CV al
llarg dels diferents rebrots. El temps de duplicaci6 es va incrementar
significativament entre la primera i la tercera IET (t test de Wilcoxon , p= 0.008;
taula 2), i el valor maxim de la CV durant el rebrot va ser significativament més
baix a la tercera interrupcié que a la segona (t test de Wilcoxon , p< 0.05). Els
diferents cicles d’IET van provocar una disminucié espontania del valor
d’estabilitzacié de la CV en 4 dels 9 pacients a la segona IET i en 6 dels 9
pacients a la tercera IET. A més a més, 4 d’aquests 6 pacients, van mantenir
una CV < 5000 copies/ml després d’una mitja de 12 mesos sense tractament.

A la segona i tercera IET, lincrement de les respostes cel.lulars
immuno especifiques anti-VIH-1, respecte a la mitja del nivell abans de la
interrupcio del tractament, va ser significativament superior en aquells pacients
que van presentar una disminucié espontania del valor d’estabilitzaci6 de la CV
en plasma (els pacients 4, 72, 107 i 226 a la segona IET i els pacients 4, 72,

107, 170, 211 i 226, a la tercera IET) respecte als que no presentaven canvi o
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van incrementar la CV (rank sum t test; p=0.02 per la resposta CTL i p= 0.0001

per la resposta de les cél.lules T CD4) (Figura 18). A més a més, la magnitut

mitja de la resposta cel.lular immune detectada durant el periode d’interrupcié

va estar inversament correlacionada amb el punt de la major disminucié de la

CV després del pic de viremia en relacié a la basal, a la segona i tercera IET

(Correlacié rank Spearman; r= -0.60, p< 0.02 per un total de cél.lules T CD8 i

una r=-0.81, P<0.01 per una resposta de cél.lules T CD4 especifica de p24).
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Figura 17. Canvis en la CV plasmatica, nombre de cel.lules CD4 i resposta cel.lular
immuno especifica anti-VIH-1 despres de la interrupcié del tractament (primera, segona i
tercera IET). Les zones grises representen els periodes de tractament anitrretroviral. Les
zones sense gris representen els periodes d’interrupcié del tractament. En el primer
grafic de cadascun dels pacients els cercles plens respresenten la carrega virica i els
cercles buits representen el valor de CD4. CVB: carrega virica basal; CD4B: CD4
basals; la linia horitzontal en el grafic representa l'index d’estimulacio (IS) igual 3
considerant com a positiva tota resposta superior.
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Fig 17a. Pacients amb una disminucié del valor d’estabilitzacié de la CV de >0.5 log1o
tant a la segona com a la tercera interrupcio (els pacients 4, 72, 107 i 226) i que van
mantenir nivells de CV <5000 copies/ml. La resposta CTL especifica anti-VIH-1 no es
va poder mesurar en el pacient 226 despres de la segona interrupcio.
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Figura 17b. Pacients amb una disminucio del valor d’estabilitzacié de la CV de >0.5
log1o exclusivament a la tercera interrupcioé i que van mantenir nivells de CV > 5000
copies/ml (els pacients 170 211).

100




Mireia Arnedo Valero Resultats

Pacient 169 Pacient 12
E
= 1500 =
8. Y

Q —
3 1000 s %
2 @ »
- BCD4 —

' = o
I < o
= 0 S
zZ =
14
<

-0
0 16 32 48 64 80 96

IS (Ag p24)

o

15
10
5
0

O 16 a2 48 64 80 % 16 32 48 64 80

0 @ 64 %6
0 32 64 9%

- 6000
o
1) 5000
=
o 4000
©
02 3000
I'LX
o 2000
5
e 1000
0

0 16 32 48 64 80

setmanes

Figura 17c. Pacients on no s’ha detectat una disminucié espontania del valor
d’estabilitzacio de la CV (els pacients 169, 12, 157).
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Figura 18. Les respostes cel.lulars immunes van ser comparades en aquells pacients
que van presentar una disminucié significativa de la CV respecte de la basal i en
aquells sense una disminucié significativa (<0.5 log10).
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Els canvis en la resposta immune cel.lular especifica anti-VIH-1 van ser calculats restant
la mitja de la magnitud de la resposta durant el periode de tractament previ a les IET, de
la mitjia de la resposta durant les interrupcions del tractament. El canvi en la resposta
CTL en relacié al canvi de CV s’assenyala a la grafica de I'esquerra, i el canvi de la
resposta proliferativa CD4 a la grafica de la dreta. Els pacients que presentaven un
major increment de la resposta cel.lular immune tenien canvis més importants en el
valor d’estabilitazaci6 de la CV.

2. RESULTATS DE LA COHORT DE PACIENTS SOTMESOS A IET | UN
IMMUNOMODULADOR, LA HIDROXIUREA (HU) (Cohort 2)

En la infeccié pel VIH-1, la HU s’ha utilitzat durant anys pel seu efecte

antiviral i citostatic (Foli A, 1998). L'efecte antiviral esta mediat per la reduccio
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dels nivells de deoxinucleotids trifosfat (ANTPs), que inhibeix la retrotranscripciod
del VIH i la replicacio viral (Lori F, 1994) tant en els

limfocits quiescents com en les cél.lules diferenciades, ja siguin macrofags (Lori
F, 1994) o cél.lules dendritiques (Piccinini G, 2002). En els limfocits actius, la
HU no exerceix una activitat antirretroviral perd potencia l'activitat de
determinats analegs de nucledsids, com és la didanosina (ddl). A I'estudiar
'efecte immunomodulador d’aquest antiviral, s’observa que la principal
consequéncia cel.lular deguda a la reduccié dels dNTPs és un efecte cistostatic
(Maurer B, 1988). En canvi, I'efecte en el sistema immune d’aquesta accio
citostatica no ha estat encara revelada (Lori F, 1999).

En aquest treball hem hipotetitzat que, des de que la interrupcié del
TARGA indueix una rapida activacié antigénica amb la preséncia d’elevats pics
de replicaci6 virica que podria destruir els clons reactius en front de I'estimul
antigénic, la utilitzaci6 d'un citostatic ajudaria als limfocits T a romandre
quiescents, evitant la infeccioé productiva pel VIH-1 i evitant pics de viremia que
poguessin destruir la resposta immuno-especifica anti-VIH-1.

S’han estudiat 20 pacients amb infeccié cronica pel VIH amb una xifra
basal de CD4 >500 x 10° cél.lules/l (com a minim en dues determinacions
separades per un periode d'1 a 3 mesos) i una carrega virica estable > 5000
copies/ml (com a minim en dues determinacions separades per un periode d’1
a 3 mesos). L'esquema de tractament d’aquests 20 pacients esta representat al
disseny experimental. Al comparar les caracteristiques basals dels dos grups
de pacients (grup HU i grup de TARGA) com sén sexe, mitjana d’edat, factor de
risc, mitja de cél.lules T CD4 i CD8 i la CV en plasma, no es van observar
diferéncies significatives entre els dos grups (Taula 3).

Tots els pacients van estar sotmesos a cinc interrupcions del
tractament separades per 8 setmanes de tractament amb el mateix régim
antirretroviral. El TARGA es va interrompre en cadascuna de les interrupcions.
La hidroxiurea es va retirar durant la primera, segona i tercera interrupcio, i es
va mantenir durant la quarta i la cinquena interrupcié. La raé de mantenir la HU

a la quarta i cinquena interrupcio va ser demostrar d’'una manera més
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plaussible quin era el seu efecte en les IETs. La hidroxiurea en un principi
podria actuar de dos maneres diferents. En primer lloc, inhibint el rebrot
inicial procedent dels reservoris, tant dels limfocits que es troben en un estadi
quiescent, com dels macrofags o de les cel.lules dendritiques, a on el farmac
ha demostrat ser efectiu en monoterapia (Lori F i col., 1994) ; en aquest cas,
I'efecte de la hidroxiurea es podria observar inclis quan aquesta s’interromp.
En segon lloc, la HU podria limitar la segona ona de replicacié virica procedent
dels limfocits T activats, com a consequéncia de la seva activitat citostatica; en
aquest cas l'efecte de la replicaci6 virica s’observaria en cas de mantenir la HU.
Aquests pacients es van seguir una mitjana de 48 setmanes (IQR, 28-
76) després de la cinquena i darrera interrupcié. Els pacients que no van
presentar una bona resposta (CV < 5000 copies/ml) se’ls hi va reintroduir el
mateix tractament transcorregudes 24 setmanes de la interrupcié. Un dels
pacients del grup d’HU va ser excldos de l'estudi perque se’l va canviar de
protocol.

Taula 3. Caracteristiques basals de la Cohort 2

Grup HU + Grup TARGA

TARGA
Sexe [ %homes] 60 100
Edat (mitja, anys) 32 31
Factor de Risc (%Drogo-de;>endent) 20 30
Cél.lules T CD4 (mitja x 10° cel.lules/I) 695 710
Cél.lules T CD4 (mitja x 10° cel.lules/l) 1069 1014
CV en plasma (mitja log10 copies/ml) 4.6 4.5

2.1. Dinamica de la carrega virica

Al llarg de les IET es va detectar en tots els pacients, tant en el grup de
TARGA com en el grup d’'HU, un increment de la CV. Daltra banda, al
comparar els dos grups es va observar un canvi en el rebrot de la CV de la
primera respecte a la cinquena interrupcid, aixi, el temps de duplicacié de la CV
en el rebrot va incrementar de la primera a la cinquena interrupcio [ dels 2.08
dies (SE, 0.38) als 6.2 dies (SE, 2.8) (p<0.05) en el grup d’HU i de 3.3 dies (SE,
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0.65) a 5.6 dies (SE, 1.6) (p<0.05) en el grup de TARGA] sense detectar-se
una diferéncia significativa entre els dos grups (Figura 19). Dos dels pacients
d’aquesta cohort (67HU i 138AR) no es van representar a la figura 19 per

manca de punts valorats de CV per poder calcular el temps de duplicacio.
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Figura 19. Diferencies de CV entre el moment basal i la cinquena interrupcié. Cohort 2

Tampoc es van observar diferéncies en el rebrot de la CV
transcorregudes dues setmanes de la interrupcié del tractament quan es
compara el grup de la HU (mitja VL 3.1, 3.5, 3.5 logy, copies/ml durant la
primera, segona i tercera IET respectivament) i el grup de TARGA (mitja CV
3.7, 3.4, 3.2 logqo copies/ml) (Figura 20). En canvi, durant el periode de temps,
que incluia la quarta i cinquena interrupcié del tractament, en el que el citostatic
es va continuar administrant en el grup d’'HU, la CV del rebrot després de 2
setmanes d’interrupcié del tractament en el grup d’'HU va ser de 2.2 i 2.2 logqg
copies/ml, respectivament (que és, 1 logq, copies/ml inferior al del periode previ
a la IET en el mateix grup), mentres que el rebrot de la CV no va variar en el
grup de TARGA (mitja CV 3.2 i 3.1 log4o copies/ml durant la quarta i cinquena
interrupcio, respectivament) (Figura 20).
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Figura 20. CV durant les IET. Cohort 2
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Els quadrats buits representen els periodes de tractament i els simbols plens
representen la CV després de 2 setmanes sense tractament en cada cicle d’IET: els
cercles representen el grup d’HU + TARGA, triangles representen el grup de TARGA.
Les linies horitzontals representen la mitjana dels valors de la CV. En el grup d’HU +
TARGA, unicament la HU es va continuar administrant (entre la setmana 30 i 32 i entre
la setmana 40 i 42) durant la quarta i cinquena interrupcié del tractament.

Després de la cinquena interrupcié del tractament, el valor maxim de la
CV en el rebrot va ser inferior en el grup que mantenia la HU (Figura 20). En
aquest grup es va observar un valor maxim de la CV > 5000 copies/ml en
unicament dos dels nou pacients comparat amb I'observat en els vuit dels deu
pacients del grup de TARGA (p= 0.0185). Un dels fets més importants va ser
que la CV va mantenir-se <5000 copies/ml en 8 dels 9 pacients del grup d’'HU i
en 4 dels 10 pacients en el grup de TARGA transcorreguda una mitja de 48
setmanes de seguiment després de la cinquena interrupcié (p= 0.039) (Figura
21, 22). La mitja de la diferéncia entre la CV basal, prévia a qualsevol

tractament i el valor d’estabilitzaci6 de la CV, determinat per la mitja de les

106



Mireia Arnedo Valero Resultats

dues darreres mesures estables (amb una diferéncia de menys de 0.3 logy
copies/ml) separada un minim d'un mes després de 24 setmanes de la
interrupcio durant la cinquena IET va ser de —1.4 a —0.6 logo copies/ml en el

grup d’HU i el grup de TARGA, respectivament.
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Figura 21. Evolucié de la CV en
plasma al llarg de les diferentes
interrupcions del tractament. A la
columna de la dreta es
representen els pacients del grup
de TARGA i a la columna de
I'esquerra els del grup HU.
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Figura 22. Evolucié de la CV després de la cinquena interrupcié (IET). Els pacients se’ls
va considerar responedors si mantenien una CV <5000 copies/ml després de 24
setmanes d'interrupcié del tractament.
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2.2. Respostes immuno especifiques anti-VIH-1

En el moment basal, tan sols 7 dels 19 pacients estudiats van
presentar una resposta immune CD8 citotoxica (CTL) anti-VIH-1 entre
moderada i forta. El valor de la mitja de la resposta CTL basal va ser de 570
SFC/10° CMSP i de 698, 582, 1080, 1429 i 2814 SFC/10° CMSP durant els 5
cicles d’interrupcié del tractament (p= 0.0001). L’espectre de la resposta CTL
va incrementar d’'una mitja de 3 peptids (rang de 0-8) basals a 6 péeptids (rang
de 4-16) a la cinquena interrupcio. Es va detectar una deébil resposta
limfoproliferativa (LPR) en front a la proteina p24 del VIH-1 en 3 dels 19
pacients basalment, i en 14 dels 19 pacients estudiats després de la cinquena
interrupcio del tractament (p= 0.0003). En ningun dels punts estudiats es van
observar diferéncies significatives en la resposta CTL ni LPR entre els dos
grups de TARGA i HU.
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Es va observar una tendéncia d’'una major resposta CTL i LPR en els
pacients responedors (p=0.10 pels dos grups) que es va mesurar quan la CV
va arribar al valor d’estabilitzacié després de la cinquena interrupcié. En canvi,
en el grup d’'HU, 3 dels 8 pacients responedors no van presentar una resposta
CTL ni LPR. D’altra banda, en el grup de TARGA, 3 dels 6 pacients no
responedors van presentar una forta resposta CTL i LPR. Aquests increments
en determinats pacients es van analitzar més detalladament amb I'objectiu de
correlacionar-los amb I'allargament del temps de duplicacié de la CV durant els
rebrots de la primera i cinquena interrupcio del tractament. Es va observar que
I'increment de la resposta CTL d’aquests pacients no presentava cap correlacio
amb l'allargament del temps de duplicacié (r= -0.11; p= 0.68), en canvi
increment en la resposta LPR si que va presentar una forta correlacié amb el
temps de duplicacié del virus del rebrot (r= 0.73; p= 0.003). A més a més, la
resposta LPR, quan la CV assolia el valor d’estabilitzacié després de la
cinquena interrupcid, també presentava una forta correlaci6 amb I'allargament
del temps de duplicacié de la CV del virus del rebrot (r= 0.95; p= 0.0001).

3. RESULTATS DE LA COHORT DE PACIENTS SOTMESOS A IET | UN
IMMUNOMODULADOR, L’ACID MICOFENOLIC (MMF) (Cohort 3)
Aquest estudi compara l'eficacia en quant a la dinamica viral del rebrot

i al control de la replicacio virica, en dues estratégies de terapia intermitent,una
amb TARGA i 'altra amb TARGA+MMF, mantenint 'immunomodulador durant
les interrupcions del tractament.

El micofenolat mofetil (MMF) és un farmac ampliament utilitzat en el
transplantament de ronyé per la seva capacitat d’inhibir selectivament la divisié
limfocitaria (Brunet M, 1999). EI MMF és I'éster morfolinoetili de I'acid
micofendlic (MPA), que és el compost actiu. L'activitat del MPA en l'activacio
cel.lular i en linfeccié pel VIH-1 ha estat estudiada in vitro i in vivo utilitzant

models animals:
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a) El MPA és un potent inhibidor de la proliferacié de les
cél.lules T activades, inclus en preséncia de la IL-2.

b) El MPA suprimeix la proliferacié cel.lular induint I'apoptosi i
la mort cellular d'una gran proporci6 de céllules T
activades.

c) El MPA pot inhibir la infeccié pel VIH en les cél.lules T CD4,
al disminuir la sintesi de novo dels nucleétids de guanosina,
substrat necessari per dur a terme la transcripcioé inversa
(Chapuis A, 2000; Margolis D, 2002 ; Brunet M, 2000).

Per tant, el MPA pot inhibir la infeccié pel VIH-1 a través d’'un doble
mecanisme, que inclouria una activitat antiviral en base a la deplecié del
substrat necessari per dur a terme la transcripcié inversa i a una activitat
immunologica capa¢ de reduir el pool de limfocits T CD4 activats, que en
definitiva dona suport a la infeccié productiva pel VIH-1 (Margolis D, 1999).

Es van estudiar 17 pacients amb infeccid cronica pel VIH-1. El
tractament d’aquests pacients es basava en la combinacié d’abacavir, efavirenz
i nelfinavir durant 12 mesos. Després es van randomitzar (dia 0) a rebre el
mateix tractament més MMF (0.25 g bid) (group MMF, n=9) o a rebre el mateix
tractament TARGA (grup TARGA, n=8) durant un periode de 120 dies.
L’esquema de tractament es detalla a I'apartat de disseny experimental. Dos
pacients del grup de TARGA es van perdre durant el seguiment després de la
randomitzacié i abans d’iniciar les interrupcions de tractament. No es van
incloure en l'analisi.

Les caracteristiques basals com el sexe, I'edat, el factor de risc, el
nombre de cél.lules CD4 i la CV, d’aquests pacients es detallen a la taula 4. Al
realitzar I'analisi estadistic no es van observar diferéncies significatives entre
els dos grups (TARGA i TARGA+MMF).

Al dia 0 (dia de la randomitzacio) i al dia 120 (dia de la primera IET),
tots els pacients van presentar la CV en plasma indetectable (CV<5 copies/ml)
(Figura 23A). En canvi, la CV en el teixit limfatic va ser detectable en el dia 0,

en 3 dels 9 pacients del grup de TARGA + MMF i en 2 dels 6 pacients del grup
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de TARGA. En el dia 120 tots el pacients tenien la CV en teixit limfatic
indetectable (CV<40 copies/mg de teixit) (Figura 23B).

Per fer I'analisi dels resultats d’aquesta cohort es van realitzar dues
dicotomies: a) tenint en compte els dos grups de pacients avants esmentats,
TARGA (n=6) i TARGA+MMF (n=9) i b) tenint en compte [l'eficacia del
tractament amb MMF en base a la capacitat del serum del pacient en inhibir la
resposta proliferativa de la linea cel.lular CEM de dél.lules T humanes
limfoblastoides. Grup amb capacitat inhibidora (grup-inh+, n= 6) versus al grup
sense capacitat inhibidora (grup-inh-, n=9). Aquest ultim inclou el 6 pacients del
grup de TARGA i 3 pacients del grup de TARGA+MMF en els que la dosi del
immunosupressor no va ser suficient per inhibir la proliferacio dels limfocits T
(Taula 4).

Taula 4. Caracteristiques basals Cohort 3. Notes: H: home. ADVP: Drogo-dependent;
CV: carrega virica. GRUP MMF: Pacients randomitzats a TARGA+MMF, GRUP TARGA:
pacients randomitzats a TARGA. GRUP INH+: pacients amb una inhibici6 de la
proliferacié cel.lular >60%;, GRUP INH- : pacients sense una inhibicié de la proliferacié
cel.lular mantinguda en el temps. Mitja acél.lules/mm?®; bcc‘)pies/mL.

Global Grup Grup Grup- Grup-
pacients TARGA- TARGA INH+ INH-
MMF

N 17 9 8 6 11
Sexe (H) (%) 9( 53) 5 (55) 4 (50) 3 (50) 6 (54)
Edat (anys) 36 34 37 36 36
Factor de risc 4 (24) 3(33) 1(13) 1(17) 3(27)
(ADVP%)
CD4 basals, 652 602 728 616 676
Log1,CV 3.18 3.1 3.3 3.05 3.3
plasma,

Al realitzar I'analisi estadistic no es van observar diferéncies entre els

dos grups (TARGA i TARGA+MMF). Al dia 0 (dia de la randomitzacio) i al dia
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120 (dia de la primera IET), tots els pacients van presentar la CV en plasma
indetectable (CV<5 copies/ml) (Figura 23A). En canvi, la CV en el teixit limfatic
va ser detectable en el dia 0, en 3 dels 9 pacients del grup de TARGA + MMF i
en 2 dels 6 pacients del grup de TARGA, pero en el dia 120 tots el pacients
tenien la CV en teixit limfatic indetectable (CV<40 copies/mg de teixit) (Figura
23B).

Figura 23. Basal Cohort 3: CV abans de qualsevol tractament. Dia O: dia de la
randomitzacié. Dia 120: dia previ a la interrupcié del tractament. Dia 150: 30 dies
desorés de la interruocié del tractament.
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3.1. Dinamica viral en el rebrot

No es van observar diferencies en el rebrot de la CV després de la
interrupcié del tractament quan es comparen els dos grups, TARGA i
TARGA+MMF (Taula 5).

Després de la primera IET, 5 dels 9 pacients del grup de TARGA+MMF
versus 1 dels 6 pacients del grup de TARGA van mantenir un valor de CV <
200 copies/ml durant un minim de 6 mesos (Figure 24) (p=0.28).

Transcorregut un mes de la interrupcioé del tractament, la CV en plasma
i en teixit limfatic es va incrementar per damunt del limit de deteccié en 0/6 dels
pacients del grup-inh+ i en tots els pacients del grup-inh- (Figura 24) (p=
0.0001).

El temps de duplicacié va ser significativament superior en el grup-
inh+10.22+1.3 comparat amb el grup-inh- 4.6+1.6 (p=0.03). L’area sota la corba
del rebrot de la CV(AUC) de la primera interrupcié va ser significativament
inferior en el grup-inh+ 0.82+0.23 que en el grup-inh- 1.92+0.2 (p=0.003). No es
van observar diferéncies significatives en el pic de CV després de la primera
interrupcio (p= 0.28) (Taula 5, Figura 24).

Taula 5 Grup MMEF: pacients randomizats a TARGA + MMF, Grup TARGA : pacients
randomitzats a Unicament TARGA Grup INH+ : pacients que aconsegueixen una
inhibici6 mantinguda de la proliferacié cel.lular >60%; Grup INH-: pacients sense una
inhibicié de la proliferacié cel.lular mantinguda en el temps. AUC: area sota la corba
(log1o CV). PIC: pic de la CV al rebrot. TD: temps de duplicaci6. Nombre de pacients
amb un valor d’estabilitzacié de la CV <200 copies/ml. S’han resaltat en vermells valors
en els que s’ha observat una diferencia significativa al comparar dos grups.

AUC p PIC p D [ Valor P

estabilitzacio
CV <200 (n)

Grup 1.27 0.2 3.8 0.28 8.12 0.16 5 0.28
TARGA-
MMF
N=9

Grup 1.82 3.4 4.9 1
TARGA
N=6

Grup 0.82 0.003 3.4 0.28 10.22 0.03 5 0.01
INH+
N=6

Grup 1.94 3.8 4.6 1
INH-
N=9
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3 dels 6 pacients del grup-inh+ en comparacio a 8 dels 9 pacients del
grup-inh-, van complir els criteris per reintroduir el tractament després de 4
mesos de la seva interrupcid, ja que presentaven la CV >200 copies/ml.

Una pacient del grup-inh+ va quedar embaragada després de
reintroduir el tractament, éssent exclosa de I'estudi. Al igual que un pacient del
grup-inh- que va decidir no reiniciar TARGA.

En tots els pacients que van reiniciar el tractament la CV va disminuir
fins arribar als nivells d’indetectabilitat (<5 copies/ml) tant el la primera com en
la segona IET.

Després de la segona IET el temps de duplicacié de la CV en el rebrot i
el pic de la CV va ser similar al de la primera IET (Figura 24 i 25). En dos
pacients del grup d’inhibicié (pacient 78 i 34) el rebrot de CV va ser més rapid
en la segona IET que en la primera (Figura 26).

Els nivells d’'uni6 de l'anexina V, mesura d’apoptosi, no van variar al
llarg de I'estudi. No és van observar diferéncies dels nivells d’anexina V al
comparar el grup de MMF amb el de TARGA, ni el grup d’inhibicié de la
proliferacio cel.lular amb el grup de no inhibicid.

Figura 24. Evolucio de la CV en plasma després de la primera interrupcié. Cohort 3
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El grafic de I'esquerra representa els pacients del grup del MMF. La linia blava (inhibicio
completa) sén els pacients inh+, la linia vermella (no inhibici6) sén els tres pacients inh-
del grup de micofendlic. El grafic de la dreta representa el pacients del grup de TARGA .
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Figura 25. Evolucio de la CV en plasma després de la segona interrupcié. Cohort 3
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El gréfic de 'esquerra representa els pacients del grup de MMF. El grafic de la dreta

representa el pacients del grup de TARGA
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Figura 26. Pacients 78 i 34. Evolucié de la CV en plasma durant la primera i segona
interrupcié en comparacio a altres pacients del estudi.
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En resum, considerant els dos pacients que van abandonar l'estudi
com a fracassos, 5 dels 6 pacients del grup-inh+ van mantenir la CV <200
copies/ml després de la primera o segona IET, un minim de 6 mesos, en

comparacioé a tan sols 1 dels 9 pacients del grup-inh- (Taula 5).

3.2. Efectes secundaris

Ningun dels pacients va haver d’abandonar l'estudi per efectes
secundaris. 4 pacients van haver de canviar de tractament degut a efectes
secundaris (tots ells durant el periode anterior a les IET). Dos d’ells van tenir
diarrees, es va canviar el nelfinavir per I'indinavir. Un pacient va fer un rash a
'abacavir, que es va canviar per l'estavudina i un pacient que va tenir
desordres psiquiatrics per I'efavirenz, se li va canviar per lamivudina. La mitja
dels nivells del colesterol, triacilglicérids i glucosa no van variar de manera
significativa durant el periode de seguiment. No es van observar casos de
lipodistrofia. Cap dels pacients que prenien MMF van presentar efectes
secundaris durant les IET. La proporcio de pacients amb efectes secundaris no
va diferir entre el grup de MMF i TARGA (33% en els dos grups).
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RESULTATS OBJECTIU 2.

Els resultats que es presenten a continuacié contesten l'objectiu 2

d’aquesta tesi, on s’estudia I'evolucid del virus al llarg de les diferents IET.

S’ha hipotetitzat que la impossibilitat de generar una forta resposta
immunologica a través de les IET en aquests pacients pot ser degut a
'emergeéncia de diferents variants virals en cadascuna de les interrupcions. El
gen env del VIH-1 es caracteritza per la seva elevada variabilitat en la
seqliéncia, essent una regidé important per I'estudi de I'’evolucié. La interaccié
del virus amb I'hoste és una de les principals forces que condueixen I'evolucié
del gen env.

S’ha descrit ampliament I'elevada variabilitat del gen env en els
pacients infectats i la marcada diversificacioé intraindividual al llarg del curs de la
infeccié. En un extens estudi longitudinal de pacients progressors tipics es va
descriure I'existencia de tres fases diferents de diversificacio genetica del VIH-1
durant el periode assimptomatic (Shankarappa, 1999). Una fase primerenca de
duracio variable durant la que s’observa un increment linial (~1% per any) tant
de la divergéncia (distancia al virus original) com de la diversitat o
heterogeneitat (distancia entre seqiiencies en un moment donat) de la
quasiespecie viral. Una fase intermitja caracteritzada per una estabilitzaci6 o
reduccio de la diversitat viral tot i el continuo increment de la divergencia, i una
fase tardana en la que la taxa de divergencia disminueix o s’estabilitza mentres
la diversitat continua amb la seva tendéncia a la reduccié. La transicié de la
fase primerenca a la intermitja s’associa amb I'emergéncia d’'un virus sincitial,
que assoleix la seva maxima representacié en la quasiespécie quan esta
proxima la fase de transicié de la fase intermitja a la tardana. La transicié a la
fase tardana també s’associa amb una reduccié del nombre de cel.lules T CD4
<200 cel.lules/pl. Tot i que aquest sembla ser un patrd suficientment solid per
progressors tipics, no esta clar si es pot generalitzar a pacients amb altres
taxes de progressié (és a dir, progressors rapids o progressors lents a llarg
plac). Per Ultim, la fase simptomatica de la infeccid es caracteritza per una

homogenitzacid de la poblacié virica (que s’havia iniciat al final del periode
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assimptomatic), probablement reflexe de la replicacié massiva d’una variant de
major eficacia biologica i del col.lapse del sistema immune (Delwart E, 1997).
Tambe s’ha descrit que la taxa de divergeéncia en els pacients amb infeccié pel
VIH-1 amb un TARGA efectiu, és de <0.05% per any, sempre que es pugui
detectar (Gunthard, 1999). D’altra banda, no hi han estudis concluents sobre
I'evolucié genetica del VIH-1 en pacients inclosos en protocols d’interrupcions
estructurades del tractament (Dybul, 2003), tot i que s’ha suggerit que I'evolucié
genetica hauria de ser menor que l'observada en pacients no tractats
(Gunthard i col., 1999).

En aquest treball s’han estudiat els pacients amb infeccid cronica pel
VIH-1 de la cohort 1 (sotmesos a 3 cicles d’interrupcions estructurades del
tractament). En l'analisi Unicament s’han analitzat els resultats de 7 dels 10
pacients de la cohort 1 (el pacient 156 va abandonar el protocol, el pacient 226
va presentar virémies majoritariament inferiors a les 1000 copies/ml, dificultant
la seva amplificacié i el pacient 211 no es va poder estudiar per manca de
mostra) i un sub-grup de 3 pacients del grup control sense tractament. A
material i métodes s’especifiquen les caracteristiques d’aquests pacients. En
tots ells es va fer un analisi filogenétic amb sequiéncies consens del gen env,
una inferencia del correceptor utilitzat a partir de I'estudi de la regi¢ V3 del gen

env i un analisi de parametres bioquimics a sang.

Analisi filogenétic

Es van estudiar les seqlieéncies consens de la regié C2V4 del gen env
que codifica per les proteines de I'envolta del VIH-1. Es van analitzar, sempre
que la CV ho permetia (CV>1000 copies/ml) diferents punts en cadascuna de
les interrupcions de tots els pacients, el virus del rebrot, el virus del pic i els
virus del periode d’estabilitzacié de la CV que es detallen a la figura 27.

En tots els casos, les seqiiéncies consens dels virus de cada pacient
estudiades en cadascun dels punts al llarg de les IET es van agrupar juntes i no
amb les dels virus d’altres pacients amb un bootstrap altament significatiu
(valors > 80 a 100) (Figura 28 ).
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Figura 27. CV durant els periodes de no tractament dels 7 pacients sotmesos a

IET.
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Els dos punts vermells (basal) indiquen
la CV basal previa a qualsevol
tractament. La linia verda, blava i
vermella indiquen la CV durant el
periode de la primera, segona i tercera
interrupcio respectivament. En
aquestes grafiques estan assenyalats
amb numeros els diferents punts on
s’ha estudiat la regi6 C2V4 del gen
env per l'estudi d’eolucio

Figura 28. Arbre filogenetic construit amb el metode de Maximum-Likelyhood.

Pacient72

O Pacients control
O Pacients IET

Pacient 170

Pacient 107

Pacient 4

0.1 substitucions per lloc nucleotidic

* Valor Bootstrap > 80 % (1000 Répliques)
** Valor Bootstrap = 100 % (1000 Reépliques)

Cercles vermells i verds engloben la sequiencia C2V4 dels virus estudiats en diferents
punts en el temps de cadascun dels pacients sotmesos a IET o sense tractament

respectivament.
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En els pacients 12 i 170 es va observar una evolucié linial, es a dir, la
distancia genetica respecte la seqliéncia del virus basal de cadascun dels
pacients incrementava en les successives interrupcions al llarg del temps.
D’altra banda, en els pacients 4, 72, 107, 157 i 169 I'evolucié no va seguir un
patré d’evolucid concret, els diferents virus de cada pacient no semblen
segregar en el temps.

Per cadascun dels pacients es va calcular la diversitat nucleotidica i la
freqliéncia de mutacié. No es va observar cap diferéncia significativa en la
distancia genética ni en la freqiiéncia de mutacié entre: els pacients
responedors (4, 226, 170 i 211) i els no-responedors (169, 12, 157) (p= 0.53);
els pacients responedors i el pacients del grup control (p=0.81 respectivament)
i els pacients no- responedors i els del grup control (p= 0.98) (Taula 6, figura
15).

Distancia Y% Distancia Erequencia
PACIENT Genetica Genetica Mitja SD Mutacio
4 0,094 9,415 0.9 0,085
12 0,027 2,7+1.3 0,6 0,033
72 0,045 4,5+£1.6 0,6 0,068
107 0,015 1,56+0.8 0,3 0,015
167 0,023 2,3+0.9 0,5 0,018
170 0,073 7,3+£3.3 0,8 0,067
169 0,017 1,7+0.4 0.4 0,016
46 0,03 3 0,7 0,009
56 0,059 5,9 0,9 0,056
69 0,017 1.7 0,7 0,008

Taula 6. Distancies genétiques i freqiieéncies de mutacié dels virus de cadascun
dels pacients estudiats
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Inferéncia del correceptor.

En tots els pacients, els virus estudiats en diferents punts al llarg de les
IET eran soques CCR5. Amb la excepcid dels virus del pacient 72 que en 3
punts (moment basal, a la segona IET i en un punt de la tercera IET) es van
detectar soques CXCR4 (Figura 29).

Figura 29. Inferéncia del correceptor utilitzat a partir de la seqtiéncia d’aminoacids de la

regio V3 del gen env.
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La nomenclatura utilitzada és la mateixa que en els grafics de la figura 27 i I'arbre filogenétic de la
figura 28. Aliniament de les seqiiéncies aminoacidiques consens de la regi6 V3. La primera
sequiéncia (seqtiéncia de referencia) és la d’un virus CCR5 de laboratori. (.) indica que existeix en
aquella posicié aminoacidica el mateix aminoacid que la seqtiéncia de referencia. (-) indica una
deleccié en aquella posicié aminoacidica respecte a la seqiiéncia de referéncia. Es van emprar les
abreviacions estandars d’una unica lletra del codi d’aminoacids.Les posicions aminoacidiques 11
(S) i 25 (E/D) s6n a partir de les quals es pot inferir la utilitzacié del correceptor.
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Analisi dels parametres bioguimics.

Es van avaluar diferents parametres hematologics i bioquimics, la
mitjana de 'hemoglobina, la mitjana del nombre de leucocits i de limfocits, la
mitjana de les plaquetes i de les transaminases per atribuir les possibles
diferéncies trobades a nivell d’evolucié del virus amb una pressié “ambiental”
deguda a diferencies fisiologiques i no a una pressié immunologica (Taula 7).
No es van observar diferéncies significatives al comparar el grup sotmes a IET i

el grup control (p=0.12).

Pacients IET Hb LEUCO _LINF PLQ GOT GPT
Mitja 46,1 4820 2,015 203,6 49,38 76,57
Std. Dev 16,84 2,231  0,7788 92,6 65,67 139,2
Std. Error 3,590 0,4758  0,1660 19,74 14,33 30,37
Pacients Ctrl HB LEUCO _LINF PLQ GOT GPT
Mitja 154,3 5,050 1,687 1433 98,83 194,7
Std. Dev 23,40 0,8983  0,3235 105,4 109,9 230,2
Std. Error 9,552 0,3667 0,1321 43,02 44 87

93,99

Taula 7. Mitiana dels parametres bioquimics del dos grups de pacients (sotmesos a IET
i pacients naive). (Hb:hemoglobina ; LEUCO: leucocits; LINF: limfocits; PLQ: plaquetes;
GOT: glutamic oxaloacetic transaminases; GPT: glutamat piruvat transaminases).

Amb la finalitat d’aprofundir en l'evolucio viral al llarg de les IET es
va estudiar una parella heterosexual de pacients infectats pel VIH, que es
van transmetre l'infeccioé entre ells, seguits al llarg de 10 anys, durant els
quals van estar sotmesos a diferentes pautes de tractament antirretroviral

Els pacients d’aquest estudi sén una parella heterosexual que es
van infectar pel VIH-1 durant 'any 1992. El pacient A (dona) va transmetre-li
la infeccié pel VIH-1 al pacient B (home) per via sexual després de 10
mesos de la seva infeccié primaria. La possibilitat de superinfeccio és va
descartar pel fet que els dos pacients eren mondgams durant el periode de
I'estudi i estaven en un programa d’inseminacié artificial. L’any 1996, els dos

pacients van comencar tractament anitrretroviral: el pacient A (la CV era de
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27260 copies/ml) va iniciar tractament amb d4T (estavudina) + 3TC
(lamivudina) + RTV (ritonavir) que va ser canviat a AZT (zidovudina) + 3TC
+ IDV (indinavir) una setmana més tard degut a una parestéssia. Dos anys
més tard, 'any 1998, el tractament se li va canviar a AZT + 3TC+ NFV
(nelfinavir). El pacient B va comencar el tractament antirretroviral amb AZT +
dd! (didanosina) (la CV era de 39602 copies/ml) i dos anys més tard, I'any
1998, va canviar a d4T + 3TC + RTV.

Els dos pacients van tenir la CV per sota del limit de deteccié (5
copies/ml) durant el periode de tractament TARGA. A les darreries de I'any
1998, els dos van ser inclosos en protocols diferents d’IETs (pacient A,
pertanyia a la cohort 1 d’'IET descrita a 'apartat de material i métodes; el
pacient B pertanyia a la cohort suissa d’'IET descrit per Fagard C i col.,
2003) (Figura 30). En els dos pacients es va observar un rebrot de la CV
després de la darrera interrupcié del TARGA, tot i que aquest va ser inferior
a la CV basal, mantenint.se amb un nivell d’estabilitzacié, sense tractament,

per sota de les 5000 copies/ml durant un minim de dos anys (Figura 31).

Figura 30. Estrategies d’interrupcions estructurades del tractament dels dos
pacients.
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Al pacient A se li va interrompre el tractament 3 vegades en funcié de la CV
(veure material | meétodes); al pacient B se li va interrompre el tractament un
total de 5 vegades. 4 interrupcions del tractament de dues setmanes seguit
d’'un periode de 8 setmanes amb TARGA, la cinquena interrupcié va ser de
12 setmanes, considerant-se responedor quan la CV no superava les 5000

copies/ml.

Figura 31. Evolucio de la CV i nivells dels CD4 des del pre-tractament (setmana 0),
durant el tractament i el periode de les IET fins la darrera interrupcio.
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Les ombres representen el periode d'interrupcio del tractament. Les fletxes senyalen els

punts on es van estudiar les sequéncies del genoma del virus per cadascun dels
pacients. Pacient A (A1: plasma basal; A2 ADN proviral basal; A3 i A4 plasma darrera
interrupcio). Pacient B (B1: plasma basal B2 ADN provial basal; B3 i B4 plasma darrera

interrupcio).

Dinamica de la CV i nivells de CD4

Els dos pacients amb infeccié cronica pel VIH-1 cronics presentaven

uns nivells de CD4 basals estables >500 x 10° cél.lules/| (en un minim de

dues determinacions separades en el temps entre 1 i 3 mesos) i la CV

estable > 5000 copies/ml i (en un minim de dues determinacions separades
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en el temps entre 1 i 3 mesos) durant el periode sense tractament de 4 anys
de durada. Trancorreguts dos anys de l'inici del tractament els dos pacients
tenien una CV < 20 copies/ml. Els dos pacients, A i B, es van sotmetrea3i 5
interrupcions del tractament respectivament (Figura 31). En els dos pacients
es va detectar un rebrot de la CV en cadascuna de les interrupcions. Peré es
van detectar atenuacions d’aquest rebrot de la CV, sent més pronunciades a
la darrera interrupcié. Paral.lelament es va observar una disminucid dels
nivells de CD4 immediatament després de cadascuna de les interrupcions.
En canvi, els valors de CD4 després de 24 mesos sense tractament de la
darrera interrupcio es van recuperar al reintroduir el tractament (figura 31).

Analisi de seqgiiéncies.

L’ aliniament creat amb les seqiiencia d’aminoacids obtingudes a partir
de les seqliencies del gen env procedents de les diferents quasiespécies
viriques estudiades en diferents punts esta representat a la figura 32. El detall
de les seqliencies dels diferents clons s’ha adjuntat a 'anexe. La majoria de les
seqiencies que codifiquen per les proteines de l'envolta dels clons virals
mantenen la pauta de lectura. Els 4 residus de cisteines a les posicions 296
(IINCTR), 331 (AHCNI), 418 (LPCRI) i 445 (IRCSN) (ennumerats segons la
seqiencia de referéncia del VIH-1 HXB2 que estan involucrats en la formacié
del pont disulfur del loops de la regi®é V3 i V4) estaven completament
conservats en les seqiiencies dels virus dels dos pacients. Canvis en aquestes
posicions podrien tenir consequencies estructurals fonamentals en la
conformacioé de la proteina de l'envolta, i al mateix temps, aquests canvis
podrien representar substitucions que comportessin l'aparicid d'un virus
defectiu (Miedema i col., 1994).

A partir de la seqliéncia de la regié V3 del gen env es va identificar
quin correceptor emprava el virus per infectar les cél.lules. En aquest cas tots
empraven el CCRS5 (figura 32). A partir de l'analisi de mutants es van identificar
dos clons en la mostra A4 del pacient A que empraven el correceptor CXCR4. A
més a més, es va detectar la preséncia d’un codé de terminacio, degut a una

mutacié puntual, en un dels 10 clons obtinguts en la mostra A4 del pacient A i
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en un dels 9 clons de la mostra B2 del pacient B (veure aliniaments de 'anexe).
El subtipus del VIH-1 es va determinar a través del genenv i es va observar que

els virus dels dos pacients pertanyien en el subtipus B.

Figura 32. Aliniament de les seqiiencies consens de 650 parells de bases del gen
env, regié C2Vv4.
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Les regions variables V3 i V4 estan marcades amb una linia hortizontal. Les
cisteines que formen ponts disulfur involucrats en la formacié dels loops V3 i V4
també estan assenyalades. La carrega neta de la regié V3 i la inferencia del
tropisme R5 o X4 del virus estan assenyalats a la part dreta de l'aliniament. El (?)
indica que no hi ha informacié en aquest punt

Les sequéncies del gen pol van ser analitzades emprant la base de

dades de Standford (www.hivdb.standford.edu), no detectant-se mutacions de

resisténcia als antirretrovirals (figura 33). S’ha de resaltar que les seqiiéncies
es van estudiar durant periodes d'interrupcié del tractament. No es van detectar
diferencies en els polimorfismes entre les mostres A1 i A4 i les mostres B1i B4.
En canvi, es van detectar alguns canvis entre els virus dels dos pacients als

aminoacids 35, 63, 93 del gen pol que codifica per la proteasa i els aminoacids
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189, 202, 209, 244, 248 i 266 del gen po/ que codifica per la transcriptasa
inversa. A més a més, val a dir que la variacioé a nivell de seqliéncia del genpo/
entre els virus dels dos pacients va ser molt petita després de 10 anys
d’infeccid.

Figura 33. Aliniament de les seqiiéncies consens del gen pol.
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L’asterisc marca linici de la pauta de lectura de les dues proteines, profeasa |
transcriptasa inversa. Es va seqienciar la regié complerta de la proteasa i 888 parells de
bases de la transcriptasa inversa. En aquest aliniament de seqliencies consens
s'observen algunes poblacions mixtes en determinats aminoacids de la transcriptasa
inversa: 210 S/F i 246 S/F en el pacient Ai 250 K/Ri 268 P/Q en pacient B.

Es van emprar les abreviacions estandars d’una tnica lletra del codi d’aminoacids.

Amb la finalitat de coneixer les relacions evolutives entre els virus dels
dos pacients es va fer un estudi filogenétic de totes les seqliéncies del genenv
obtingudes dels diferents clons emprant una matriu de distancies de Kimura
dos-parametres dins de l'algoritme de construccions d’arbres del Neighbor-
joining. Les seqiiéncies de cadascun dels pacients van agrupar juntes en un
mateix cluster, indicant I'abséncia de contaminacié (Figura 34). La filogénia va

demostrar la preséncia d’una forta relacié epidemiologica entre les seqliencies
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dels virus dels dos pacients. A més a més, les seqliencies dels virus dels dos
pacients no havien divergit molt durant els 10 anys de la progressié de la
infecci6. Algunes de les seqiiencies d’ARN (virus del plasma) amplificades en
I'Gitim punt del pacient A (mostra A4) estaven molt relacionades a nivell genétic
amb seqliéncies d’ADN proviral del moment basal del mateix pacient (mostra
A2). A la figura 34 esta assenyalat el possible clon causant de la infecci6 del
pacient B que va ser transmes del pacient A, ja que agrupa en el mateix cluster
que les seqliencies d’ADN proviral del pacient B. El percentatge de
representativitat del possible clon infeccidos d’ADN proviral del pacient A va ser
d’'un 14%.

La diversitat intrapacient esta definida com la mitja de les distancies
nucleotidiques entre parells de seqiiéncies, calculades mesurant les distancies
entre totes les sequéncies de cada pacient a un Unic punt en el temps (figura
35). No es van obsevar diferencies significatives en la diversitat intrapacient
entre el moment basal ( diversitat mitja, 0.014) i la darrera interrupcié (diversitat
mitja, 0.017) en els dos pacients (p= 0.875 [Wilcoxon rank sum test]). Es va
observar una tendencia a una major diversitat intrapacients al final de la darrera
interrupcié. Aquesta heterogeneitat es va observar principalment en la regié C3 i

V4 del gen env (figura 32).
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Figura 34. Relacié filogeneética de la regioé C2V4 de les sequéncies del gen env.
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Les lletres al costat de cada cluster de sequéncies identifiquen el pacient. Pacients C

i D procedeixen de pacients infectats pel VIH seguits amb TARGA supressiu durant 3
anys per després estar inclosos en un protocol de IET durant 3 anys més (sequiéncies
consensus del gen env al moment basal, previ qualsevol tractament; seqiéncies
consensus del gen env C1iD1; C2i D2, C3i D3 provenen de la primera, segona i
tercera interrupcié dels mateixos pacients, respectivament. Les seqiéncies de
diferents clons de referencia del VIH-1 es van agafar del GeneBank (U21, NM17,
K034, U63). Les seqtiencies del pacient A de la mostra A1 estan respresentades per
cercles vermells plens, A2 per cercles vermells buits, A3 i A4 per cercles plens de
blau fosc i blau clar, respectivament. Seqtiéncies del pacient B de la mostra B1 estan
respresentades per quadrats vermells plens, B2 per quadrats vermells buits, B3 i B4
per quadrats plens de blau fosc i blau clar, respectivament. Les ratlles verticals
tnicament son per fer 'arbre més entenedor a nivell visual. S’ha reflexat unicament el
bootstrap superior al 70%.
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Figura 35. El grafic de barres representa la diversitat intrapacients en cadascun
dels temps estudiats (basal i darrera interrupcio).
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L’error estandar esta indicat. Per tal de mesurar I'heterogneitat de la distribucio es va
calcular I'Entropia de Shannon normalitzada (numeros encerclats).

L’entropia de Shannon és una mesura de la proporcid de
seqliencies identiques en una distribuci6 mutant. Els possibles valors de
I'entropia de Shannon (Sn) estan en el rang de 0 (quan tots els genomes sén
identics) a 1 (quan tots els genomes sén diferents uns dels altres). Els
resultats de I'entropia normalitzada van ser 0.8568 per la mostra A1; 1 per la
mostra A2; 0.5331 per la mostra A3; 0.9298 per la mostra A4 i 0.9298 per la
mostra B1; 0.7632 per la mostra B2; 0.8597 per la mostra B3; 1 per la
mostra B4 (Figure 35), no trobant-se diferéncies significatives.

La divergéncia nucleotidica es pot definir com la distancia d'una
seqliéncia a la seqléncia fundadora. La mitja de les distancies
nucleotidiques es van referir a la mostra A1. Aquests valors de divergéncia
van ser 0.48 i 0.502 per la mostra A3 i A4, respectivament; 0.47, 0.48 i 0.44
per les mostres B1, B3 i B4, respectivament. No es van detectar diferéncies
significatives entre els dos pacients (p= 0.375 [test de Wilcoxon]). El mateix

parametre es va calcular utilitzant com a seqiiencia fundadora la seqliencia
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del possible clon de la mostra A1 causant de la infeccio al pacient B. Els
valors de divergéncia van ser 0.3 i 0.502 per les mostres A3 i A4,
respectivament; 0.022, 0.4 i 0.6 per les mostres B1, B3 i B4, respectivament.
Tampoc es van detectar diferéncies estadisticament significatives (p= 0.375

[test de Wilcoxon]).

Els resultats de diversitat viral en cadascun dels punts estudiats dels
dos pacients sén els esperables pel fet de tractar-se de pacients amb una
infeccié cronica pel VIH-1. A la figura 33 s’observa una major variabilitat en el
plasma quan ho comparem amb I'ADN proviral. Aquest fet no es dona en el
pacient A, podent ser la causa que la mostra de plasma i cél.lules analitzades
no van ser de la mateixa data. A I'analitzar la diversitat en la darrera interrupcié
s’observa en els dos pacients un increment d’aquesta a mesura que avanca el
temps sense preséncia de tractament, com a conseqiiéncia de I'increment de

replicacio.

Factors de I'hoste.

Es va estudiar el genotip d’alguns dels marcadors genétics més
rellevants dels dos pacients (taula 8). Els dos individus van presentar la
deleccio A32 en heterozigosi del gen CCRS5 i van presentar el mateix genotip
CCR2. El pacient A va presentar també un polimorfisme SDF-3'A, que
consisteix en una mutacid6 G—>A a la posicié 801 (comtant des del codd
d’iniciacié ATG) en la regié no codificadora 3’ de la regié UTR que forma part
del gen SDF-1. Respecta al genotip HLA, en cap dels dos pacients es va
detectar homozigosi en 'HLA de classe |, el pacient A va presentar un
genotip HLA AO1, A32, B1410, B15 i el del pacient B va ser A3101, A68,
B4403, B51. De manera individual, els dos pacients presentaven al.lels
descrits com a protectors (A32, B14, A68, B44, B51) (Carrington M, 2003).

Resposta Immunologica.

Per tal de determinar si la disminucié espontania de la CV després
de la interrupcid del tractament estava associada amb una resposta

immunologica cel.lular especifica anti-VIH, es van mesurar tant la resposta
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cel.lular T CD4 anti-VIH especifica amb assaigs de limfoproliferacié com la
resposta T CD8 citotoxica anti-VIH amb I'ELISPOT.

Cap dels dos pacients presentava una resposta helper ni CTL basal
(previ qualsevol tractament). Després de la segona interrupcio del
tractament, el pacient A va desenvolupar una resposta cellular T
limfoproliferativa contra I'antigen p24 i una forta resposta CD8 contra els
antigens Env, Pol, Gag i Nef del VIH-1 (Figura 17, pacient 72). Aquestes
respostes es van mantenir durant el periode d’interrupcié del tractament,
coincidint amb una disminucié de la CV i un control d’aquesta durant una
mitja de dos anys de seguiment sense reintroduir el tractament.

A la setmana 0, abans d’interrompre el tractament, el pacient B va
presentar una baixa reactivitat CD8 contra el peptid de restriccié gag p24
B51 (NANPDCKTI). Agquesta resposta es va veure lleugerament
incrementada durant la primera, segona i tercera interrupcié. Durant la quarta
i la cinquena interrupcio, es va detectar un increment en la resposta cel.lular
CD8 contra el mateix péptid i contra el péptid de restriccié B44 de la regié RT
del gen pol (EELRQHLLRW). En relacié amb la resposta T CD4 especifica
contra el VIH-1, aquesta es va detectar debilment contra la proteina p24 a la
segona, quarta i cinquena interrupcions del tractament.

Taula 8. Caracteristiques genotipiques dels hostes

| genotip HLA genotip CCR5 genotip SDF-1 genotipCCR2
Pts A| AO01, A32, B1401, B15 WT / A32 AlG G/G
Pts B| A3101, A68, B4403, B51 WT / A32 G/G G/IG
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RESULTATS OBJECTIU 3.

Amb l'objectiu de determinar el risc que poden representar les

Interrupcions Estructurades del Tractament (IET), en pacients infectats pel VIH-
1, en quant al desenvolupament de mutacions de resisténcia genotipica als
antirretrovirals en el gen pol, es va estudiar un grup de 43 pacients amb
infeccio cronica pel VIH-1 descrits a material i métodes.

Els punts estudiats van ser un total de 112 cicles, escollint la primera
mostra de plasma amb carrega virica >1000 copies/ml després de la interrupcié
del tractament. Per estudiar I'objectiu d’aquest treball és important escollir
aquesta mostra i no la del pic del rebrot de carrega virica que es dona com a
conseqliencia de la interrupcié del tractament, on tan sols observarem el virus
amb major capacitat replicativa. Es va realitzar I'estudi de les mutacions de
resisténcia genotipica a 'ADN proviral en aquells pacients on es van detectar
mutacions de resiténcia en el plasma i es va disposar de mostra.

En aquest subestudi, a 'hora de valorar els resultats, els pacients es
van agrupar segons el tractament antirretroviral durant el periode de les IET:

e grup A (régim amb un ITIANN i dos ITIAN, n= 13).
e grup B (régim amb un IP i dos ITIAN, n= 22).

Grup A. Ningu dels pacients va presentar mutacions de resisténcia
basals, prévies al tractament. 3 dels 17 pacients van presentar mutacions de
resisténcia al llarg de les IETs i que no havien estat previament detectades
durant el periode TARGA (taula 9):

- pacient 214HU (d4T+ddI+NVP+EFV+HU), va seleccionar de nou les
mutacions: K103N i Y181C en els ITIANN i les mutacions L210W, T215Y
en els ITIAN a la cinquena interrupcioé del tractament. També es va detectar
en la primera interrupcid formant part d'una poblacié mixte, la mutacié
M184M/V que ja havia estat seleccionada abans de les IET, i la mutacio
V106V/A (figura 36a). L’estudi de I'ADN proviral no va ser possible per
manca de mostra.
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- pacient 168 (3TC+d4T+EFV), va seleccionar les mutacions: K101E/D,
V108l i Y181C per els ITIANN i la mutacié M184V pel 3TC a I'Unica

interrupcié detectan-se també en 'ADN proviral (figura 36b).

- pacient 201 (3TC+d4T+EFV) va seleccionar la mutacié K103N pels ITIANN
i la M184V pel 3TC. L’estudi de 'ADN proviral no va ser possible per manca

de mostra.

Tot i que aquests pacients no estaven tractats amb IPs, en dos

pacients es van detectar polimorfismes. En el moment basal en la regié del gen

pol que codifica per la proteasa, L63P, que es va mantenir sense que es

detectés I'aparicié de nous polimorfismes al llarg dels cicles de les IET.

Taula 9. Pacients del grup A amb mutacions de resisténcia genotipiques.
Resposta CV: els pacients van o no controlar la CV durant el periode
d’interrupcio del tractament

Pacient Setmana mostra Carreg Tractament Mutacions TI Mutacions PR Responedors
estudi a virica cv
214HU 0 plasma 5 WT WT
-80 plasma 3 3TC+AZT M184v M46L
d4T+ddI+NVP+EFV+HU
STOP1 plasma 3.46 V106V/AM184V WT no
STOP2 plasma 3.7 WT WT no
STOP3 plasma 3.36 WT WT no
STOP4 plasma 3.3 WT WT no
STOP5S plasma 3.8 K103N,Y181C T215Y WT no
168DC 0 plasma 3.93 WT WT
-20 plasma ND no WT WT
-20 proviral ND WT WT
3TC+d4T+EFV
STOP1 plasma 2.9 K101E/D, V1081,Y181C.M184V WT si
STOP1 proviral ND M184v WT si
201 0 plasma 2.9 WT L63P
20 plasma 4.2 no WT L63P
3TC+d4T+EFV
STOP1 plasma_5.04 K103N, M184V L63P si
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Figures 36. Dinamica de la CV i presencia de mutacions de resisténcia
en els diferents punts estudiats en plasma (ARN) i ADN proviral.El recuadre
puntejat senyala els periode de les IET on no hi ha tractament. Els punts
estudiats estan marcat amb un cercle vermell. Les caracteristiques d’aquests
punts es detallen a la taula 9.
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Grup B. No es van detectar mutacions de resisténcia associades als IP
en ningu dels pacients durant les IET. 8 pacients van presentar polimorfismes
en la regié de la proteasa: L63P, A71V, L10l, K20R i M36! durant el periode
d’'IET, polimorfismes que ja existien basalment, previ al tractament.

7 pacients (190AR, 246HU, 241HU, 224AR, 248AR, 191HU i 199HU)
van presentar la mutacié M184V en la RT previament a les IET i en 4 dels 7
pacients (190AR, 246HU, 241HU, 224AR) es va continuar detectant aquesta
mutacioé durant els cicles de les IET:

- pacient 190AR: es manté la quasiespécie viral que té mutacié M184V en
cadascuna de les 5 IET a la que esta sotmes (figura 37a). Aquest pacient
també va presentar la mutacié V179D en la cinquena interrupcié, mutacié
que s’associa amb pacients que es tracten amb ITIANN, i que ja havia estat

seleccionada previament a les IET.
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- pacient 246HU: es manté la mutacié M184V, en la primera i segona IET, i
es torna a seleccionar a la cinquena interrupcio, i no es detecta en 'ADN
proviral d’aquesta cinquena interrupcioé (figura 37b). La no deteccié de les
mutacions en I'ADN proviral pot ser degut a la manca de sensibilitat de la
técnica o al fet de que Unicament s’esta estudiant un dels possibles
reservoris del virus.

- pacient 241HU: la quasiespécie amb la mutacid M184V no es torna a
seleccionar fins a la quarta interrupcidé, detectant una poblacié mixte
M184M/V, que ja es detectava en 'ADN proviral de la tercera interrupcio. A
nivell de ’ADN proviral també es va detectar la mutacié M41L a la segona
interrupcid (figura 37c¢).

- pacient 224AR: es va seleccionar la quasiespécie viral amb la mutacié
M184V, es va detectar a la primera i tercera interrupcid i no es va poder
obtenir resultats del genotipat de la mostra corresponent a la cinquena
interrupcid (figura 37 d).

Aquesta deteccio intermitent de la mutacid M184V al llarg de les
interrupcions del tractament pot ser deguda a la mostra de plasma escollida per
dur a terme l'estudi. La primera CV detectable després de la interrupcio del
tractament moltes vegades coincideix amb el pic de la CV. Sabem que la
quasiespecie majoritaria en el pic de la cv és la que t¢ major capacitat
replicativa i precisament la mutaci®6 M184V es caracteritza per reduir la
capacitat replicativa dels virus. Aquest fet conjuntament amb la metodologia
emprada, basada en la seqiienciacié de la poblacié majoritaria, podria explicar,
la deteccié intermitent d’aquesta mutacio.

En els tres pacients restants (248AR, 191HU, 199HU) no es va tornar a
detectar la quasiespecie viral amb la mutaci®é M184V que havia estat
seleccionada previament abans d’iniciar les IET. No es va detectar la preséncia
d’aquesta mutacié a I'estudiar 'ADN proviral d’aquells pacients en que es va
poder determinar, 248AR i 191HU. En un dels pacients, 248AR, es va detectar
en la mostra d’ADN proviral la mutacié M179I, polimorfisme associat als ITIANN
(figura 37 e, f, ).
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Les diferencies trovades en relacio a la presencia previa de la mutacio
M184V entre el dos grups (Grup A: 1/17; Grup B: 7/26), s6n una conseqliencia
dels diferents protocols de tractament en el que van estar sotmesos aquests

pacients previament a les |[ETs.

Taula 10 Pacients del grup B amb mutacions de resistencia
genotipiques.Resposta CV: els pacients van o no controlar la CV durant el
periode d'interrupcié del tractament

Pacient Setmana mostra Carrega Tractament Mutacions TI Mutacions PR Resposta
destudi virica CVv
190AR 0 plasma 46 V179D Le3L/P
-80 plasma 33 AZT+ddI+IDV V179VIDM184V WT
DAT+ddI+NFV
STOP1 plasma 42 M1 84vv WT NO
STOP2 plasma 33 a4 L63L/P NO
STOP3 plasma 35 a4 L63U/P NO
STOP4 plasma 34 V118V, M184MV Le3LP NO
STOPS plasma 4.4 V179D,M184MV NO
246HU 0 plasma 5.2 WT K20R/M361
-80 plasma 4 3TC+MT M184v K20R/M36I
D4T+ddI+HDV+HU
STOP1 plasma ND M184v K20R/M36! Sl
STOP2 plasma 404 M184v K20R/M36! Sl
STOP3 plasma 287 WT K20R/M36! sl
STOP4 plasma 33 WT K20R/M36! S
STOPS plasma 29 M184v K20R/M361 Sl
STOPS proviral WT WT
241HU 0 plasma 505 WT WT
-80 plasma 34 3TC+MT 1 84MNV ND
DAT+ddI+NFV+HU
STOP1 plasma 5 WT WT Sl
STOP2 plasma 4.98 WT WT S|
STOP2 proviral Ma1L WT Sl
STOP3 Plasma 488 WT WT S|
STOP3 Proviral M184v WT sl
STOP4 plasma 3.88 84w WT Sl
STOPS plasma 448 WT WT S|
224AR 0 plasma 486 WT WT
-80 plasma 34 3TC+AZT ; 3TC+d4T M184v WT
3TC+d4T+ddI+DV
STOP1 plasma 324 M184v WT Sl
STOP2 plasma 425 ND WT S|
STOP3 plasma 305 M184v WT S|
STOP4 plasma 3.18 WT WT S|
STOPS plasma 3862 ND WT S|
248AR 0 plasma 417 WT L63P
-80 plasma 295 3TCHAT ;AZT+ddI+IDV M184v ND
AZT+3TC+ DV(AZT+3TC+ABC)
STOP1 plasma 2.9% WT Le3P S|
STOP2 plasma 395 WT Le3P S|
STOP3 plasma 377 WT Le3P Sl
STOP3 Proviral 179 WT Sl
STOP4 Plasma 394 WT Le3P SI
STOPS Plasma 337 WT L63P Sl
STOPS proviral WT WT |
191HU 0 plasma 43 WT WT
-80 plasma ND ITCHMUT+HDV+NFV+RTV M184v WT
d4T+dd+NFV
STOP1 plasma 288 WT WT S|
STOP2 plasma 389 WT WT S|
STOP3 plasma 415 WT WT Sl
STOP4 plasma 335 WT WT Sl
STOP4 proviral WT WT sl
STOPS plasma 37 WT WT S|
STOPS proviral WT WT s
199HU 0 plasma 424 WT L63P
-80 plasma 3.16 3TC+AZT M184v ND
d4T+ddI+IDV+NFV+HU
STOP1 plasma 49 WT L63P S|
STOP2 plasma 464 WT L63P Sl
STOP3 plasma 3.38 WT Le3P Sl
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Taula 10. Continuacio

Padient Sefrena nostra Carega Tractament Mutedons Tl MizcionsPR  Resposta
destud wvirica v
48Tl 0 Plesma 37 WT WI
0 Proiral 37 WT WI
80 Plasma 312 JTCHM4THRTV WT ND
STCHATHNFYV
STOP1 Plasma 31 s WI ]
STOP1 Plasma 42 WT WI ]
STOR2 Plasma 36 misav WI ]
STOR2 Plasma 44 WT WI S
STOP3 Plasma 29 ND WI ]
STOP3 Plasma 48 WT WI S
21181 0 Plasma 36 WT WI
0 Prodral 36
0 Plesma 328 STCHMTHRTV WT ND
STCHMTHRTV
STOP1 Plesma 36 ND WI S
STOP1 Plesma 48 WT WI S
STOR2 Plasa 36 M8V WI sl
STOR2 Plasma 47 WT WI s
STOP3 Plasma 47 M8 WI s
STOP3 Plasa 43 WT WI S

Figures 37. Dinamica de la CV i preséncia de mutacions de resisténcia en els
diferents punts estudiats en plasma (ARN) i ADN proviral.El recuadre puntejat
senyala els periode de les IET on no hi ha tractament. Els punts estudiats estan
marcat amb un cercle vermell. Les caracteristiques d’aquests punts es detallen a
la taula 10.
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En dos dels 43 pacients (pacients 4 i 211), la mutacié M184V es va
seleccionar de novo durant les IET, en la primera i segona interrupcié en el
pacient 4 i en la segona i tercera interrupcié en el pacient 211 (taula 10). Cap
dels dos pacients presentava la mutacié en 'ADN proviral de la mostra prévia a
I'inici de les IET. En les interrupcions que es tenien dues determinacions, no es
van detectar mutacions en la determinacié que es va fer en el pic, tot i haver-se
detectat a linici del rebrot de la CV. S’ha de remarcar que els dos pacients
tenien un baix valor de compliment i que tots els pacients prenien 3TC (figura
38 a, b).

Figures 38. Dinamica de la CV i preséncia de mutacions de resisténcia en els
diferents punts estudiats en plasma (ARN) i ADN proviral. EI punts situats a
linterior del recuadre puntejat sén els periode de les IET on no hi ha tractament.
Els punts estudiats estan marcat amb un cercle vermell. Les caracteristiques
d’aquets punts es detallen a la taula 10.L’asterisc blau assenyala la mostra on
s’estudia 'ADN provial
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e El risc de desenvolupar mutacions de resisténcia. El risc global de
desenvolupar mutacions de resistencia de nou durant les IET va ser del 12%
(95% CI. 6-21). El risc de desenvolupar resisténcies per pacient va ser del
17.7% pel grup A i del 7.7% pel grup B. Al calcular el risc de desenvolupar
resistencies per cicle d’interrupcié estructurada del tractament, el risc va ser
significativament més important en el grup A 44% (95% CI: 21-69) que en el
grup B 3% (95% CI: 0.4-11) (risc relatiu 13.2 (95% CI= 3-57, p < 0.0001).

Les mutacions de resistencia no es van anar acumulant al llarg de les
IET en cap dels grups, amb I'excepcid del pacient 214HU del grup A (pacient
168) que va presentar una poblacié mixta de virus per la mutacié V106V/A a la
primera interrupcio, no va mantenir aquesta mutacio al llarg de les IET, pero si
que va incrementar el seu patrdé de mutacions de resisténcia a la cinquena
interrupcié (Taula 9).
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