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RESUMEN

Introduccién. El interés por redirigir los esfuerzos hacia la generacion de una vacuna
contra VIH-1 basada en anticuerpos, ha estimulado una serie de estudios a gran escala,
enfocados hacia la identificacién de pacientes VIH-1" que desarrollan una respuesta de
anticuerpos neutralizantes de amplio espectro (bNAbs; del inglés, broadly neutralizing
antibodies). Estos estudios estdn proveyendo informacion y hallazgos importantes para
el futuro desarrollo de una vacuna. Sin embargo, en todos estos estudios se excluye a los
pacientes en tratamiento antirretroviral, los cuales tienen un mejor perfil de células B
comparado al de pacientes sin tratar. Esta tendencia margina a un numeroso grupo de
pacientes con caracteristicas especificas que podria aportar informacién importante. Con
el fin de estudiar el fendmeno de la induccién de bNAbs en pacientes VIH-1" bajo
tratamiento antirretroviral, hemos evaluado la amplitud de neutralizacién viral a partir de
muestras de suero de pacientes con y sin tratamiento antirretroviral. Metodologia: 508
muestras de suero fueron tomadas a partir de un grupo de 364 pacientes VIH-1" del
hospital clinico de Barcelona. El 47.5% son pacientes bajo tratamiento antiviral (carga
viral media: <50 copias/mL; promedio de CD4": 689; promedio de afios desde el
diagnostico: 9). El 52.5% son pacientes sin tratamiento (carga viral media: <10,241
copias/mL; promedio de CD4": 567; y promedio de afios desde el diagnéstico: 5). La
presencia de bNAbs por muestra, se ha determinado mediante ensayos de neutralizacion
contra un panel de 7 virus recombinantes, 5 de los cuales han sido disefiados para
expresar la glicoproteina de superficie de aislados primarios de subtipos divergentes.
Uno expresa la de una cepa adaptada a laboratorio (control de la neutralizacién) y el
séptimo se afiadi6 al panel como control de la especificidad (de anticuerpos) y se trata de
un VIH-1, pseudotipado con la ENV del virus de la estomatitis vesicular (VSV). Los
ensayos de neutralizacion se realizaron empleando el modelo de infeccién de la linea
celular TZM-bl. Los ensayos fueron llevados a cabo por triplicado utilizando dos
diluciones de suero (1:200 y 1:2000). Para confirmar la actividad neutralizante IgG-
dependiente, se hicieron ensayos de neutralizacién empleando la IgG altamente
purificada a partir de los sueros polireactivos. Resultados. Tras evaluar nuestros sueros
con cada uno de los virus, se lograron encontrar muestras de pacientes con y sin
tratamiento, capaces de neutralizar todos los subtipos representados en el panel. Después
se llevaron a cabo ensayos de neutralizacion utilizando la IgG purificada proveniente de
los sueros seleccionados, y se confirmé que la neutralizaciéon de amplio espectro esta
asociada a IgG en el 3.7% de los pacientes con tasas detectables de viremia y en el 1.7%
de pacientes con viremia indetectable tratados con antiretrovirales. Conclusiones:
Hemos confirmado que la induccién de bNAbs es posible en pacientes bajo tratamiento,
ain cuando mantienen tasas indetectables de viremia. Estos resultados proporcionan
evidencias para justificar la inclusion de pacientes bajo tratamiento, en proyectos de
identificacion de bNAb vy ello, aumentar las posibilidades de encontrar nuevos
anticuerpos.
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ABSTRACT

Introduction. Recently there have been several studies identifying HIV-infected
patients that make a broad neutralizing response and the detailed analyses of their sera
have provided valuable information to improve future vaccine design. All these studies
had similar sample selection criteria excluding patients on antiretroviral treatment
leaving out an important group of patients with specific immunological characteristics.
We have screened large numbers of treated and untreated patients for broadly
neutralizing antibody (bNAb) response using a new strategy based on the use of
recombinant viruses (RVs). Methodology: 508 serum samples were screened from 364
patients (173 treated and 191 untreated) for a broadly neutralizing antibody (bNADb)
response using a new strategy based on the use of recombinant viruses. Virus stocks
were produced by transient transfection and assayed for infectivity with TZM-bl cells.
Quantitative neutralization assays were conducted using TZM-bl cells. IgGs were
islolated from polyreactive sera with protein G columns and dyalized. Results. Sera able
to neutralize a minipanel of 6 recombinant viruses, including envelopes from 5 different
subtypes, were found in both groups. After IgG purification, we were able to confirm the
presence of IgG-associated broadly neutralizing activity in 3.7% (7 of 191) of untreated
patients with detectable viremia and 1.7% (3 of 174) of aviremic patients receiving
antiretroviral treatment. Conclusions: We thus confirm the possibility of induction of a
broad IgG-associated neutralizing response in patients on antiretroviral treatment,
despite having undetectable viremia. This observation is in stark contrast to the data
obtained from long-term nonprogressors, whose little neutralizing activity has been
attributed to the low levels of viral replication.
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1. INTRODUCCION

Desde la identificacién del Virus de la Inmunodeficiencia Humana tipo 1 (VIH-1),
como el agente patégeno causante del Sindrome de la Inmunodeficiencia Adquirida
(SIDA), uno de los grandes retos para la inmunologia ha sido el desarrollo de una
vacuna que prevenga la infeccidn, y que ayude a detener la progresion de la enfermedad
(Popovic et al., 1984). Aunque mds de 100 ensayos clinicos de fase I, 1I, y III de
diferentes candidatos a vacuna, se han llevado a cabo en todo el mundo, solo unos
cuantos de estos han conseguido superar las pruebas de eficacia clinica. Sin embargo,
ninguno ha demostrado beneficios suficientes respecto a prevencion o control del VIH-1
(www.iavi.org). En otras enfermedades virales tales como polio, influenza, o sarampion,
los anticuerpos neutralizantes (NAbs; del inglés, neutralizing antibodies) que se generan
como parte de la respuesta inmune ante la infecciébn, o como respuesta a una
inmunizacién mediante vacunacién, ejercen un papel protector eficaz (Dayan et al.,
2007; Ehrlich et al., 2008; Galli et al., 2009; Nair et al., 2007; Santibanez et al., 2005;

Treanor et al., 2006; Valtanen et al., 2000).

A diferencia de otros virus, el VIH es tan altamente variable que ha llegado a ser
considerado una de las entidades bioldgicas que mas rapido evolucionan (Wain-Hobson,
1991). Esta alta variabilidad ha dado origen a dos tipos (1 y 2), cuatro grupos de VIH-1

(M, N, O, y P), nueve subtipos (para el grupo M), dos sub-subtipos (uno para el subtipo



Ay uno para el subtipo F, ambos del grupo M), y 49 formas recombinantes circulantes
(CRFs; del inglés, Circulating Recombinant Forms) generadas a partir de la
recombinacion entre regiones provenientes de dos o hasta incluso siete distintos subtipos
del grupo M. También se ha descubierto que existen formas recombinantes intersubtipo
y formas recombinantes tnicas (Gao et al., 1996; Delgado et al., 2002; Taylor et al.,
2008). Este alto nivel de variabilidad genética del VIH-1, particularmente en las
glicoproteinas de superficie (gp120 y gp41), ha sido uno de los principales obstaculos en
el desarrollo de una vacuna segura y efectiva. Esta caracteristica resulta atin mads
desfavorable cuando se trata de generar una vacuna basada en anticuerpos
neutralizantes. Ademds, el VIH-1 tiene otros mecanismos de escape ante el sistema
inmune, los cuales contribuyen a evadir la generaciéon de NAbs. Estos mecanismos son:
alta glicosilacién de las glicoproteinas de superficie, una inestabilidad propia de tales
proteinas, y enmascaramiento conformacional de los sitios de unién a receptor (Burton

et al., 2004; Kwong et al., 2002; Mascola and Montefiori, 2003).

A pesar de la enorme variabilidad y de los mecanismos de evasion del VIH-1, se ha
logrado aislar en forma monoclonal a un nimero relativamente pequefio de anticuerpos
neutralizantes de amplio espectro (bNAbs; del inglés, broadly neutralizing antibodies),
es decir, anticuerpos capaces de neutralizar un amplio y diverso conjunto de variantes
virales. Este hallazgo ha provisto una clara evidencia acerca de que una neutralizacién
de amplio espectro (también Illamada neutralizacion cruzada, multi-variante o
polireactiva), puede ser alcanzada mediante la accién de anticuerpos individuales

(Burton et al., 1991; Burton et al., 1994; Conley et al., 1994; Kessler et al., 1997;



Mascola, 2003; Muster et al., 1993; Trkola et al., 1995; Trkola et al., 1996). Con el
descubrimiento de los bNAbs contra VIH-1, surgieron una serie de nuevos enfoques y
oportunidades de estudio en la busqueda de una vacuna basada en anticuerpos. Por una
parte, se abri6 la oportunidad de caracterizar las respuestas de los NAbs desarrolladas
durante la infecciéon por VIH-1. Esto se ha estado intentando llevar a cabo, mediante el
estudio de los parametros clinicos de los pacientes que desarrollan tales respuestas. Con
ello, lo que se pretende es identificar y eventualmente obtener provecho de la
manipulacién de los factores asociados a la generacion de bNAbs, en futuras estrategias
de inmunizacién. Por otro lado, al disponer de bNAbs, surgié la oportunidad de
identificar y estudiar la estructura de las regiones de las glicoproteinas de superficie
donde hacen blanco tales anticuerpos, es decir, zonas de neutralizacién altamente
conservadas (Muster et al., 1993; Trkola et al., 1996; Zwick et al., 2001; Burton et al.,
2005). Esto esté siendo posible mediante el estudio de los complejos formados entre los
bNADbs y sus blancos, a través de técnicas de cristalografia (Pai et al., 2000). Mediante
este enfoque, lo que se busca es obtener informacién para el desarrollo racional de
inmundgenos, que sean capaces de generar anticuerpos neutralizantes de amplio

espectro, a través de la vacunacion.

Actualmente aun no se ha logrado determinar con precision cuales son, o si existen o
no, los factores asociados con la generacion de bNAbs. Ademds, considerando el
tamafio y estructura del complejo gp120/gp41, existe una alta probabilidad de que aun
queden por identificar, muchos sitios altamente conservados susceptibles a

neutralizacién por anticuerpos. Todos estos elementos convierten al estudio y busqueda



de bNAbs contra VIH-1, en uno de los enfoques mas prometedores en el campo de la
bisqueda de una vacuna. Tanto es asi que, en los dltimos afios se han llevado y se
siguen llevando a cabo proyectos muy ambiciosos en torno a este enfoque (Scheid et al.,

2009; Li et al., 2009; Corti et al., 2010; Sather et al., 2009).

El elemento central de dichos proyectos gira en torno al hallazgo de nuevos bNAbs, y
a la adquisicién de nuevos conocimientos para entender la generacion de dichos
anticuerpos. Por lo tanto, la mayoria de estos proyectos resultan similares en muchos
aspectos. No obstante, un factor que resulta invariable en todos estos trabajos es la
exclusion de pacientes en tratamiento antirretroviral (ARV) (Scheid et al., 2009; Li et
al., 2009; Corti et al., 2010; Sather et al., 2009; Simek et al., 2009; Sajadi et al., 2009).
El rechazo de pacientes bajo tratamiento, supone ciertas desventajas en el campo de
bisqueda de nuevos bNAbs, ya que se estd dejando de lado a un enorme grupo de
personas infectadas por VIH-1, quienes en su mayoria mantienen estables las funciones
del sistema inmune, y restablecidas a diferentes niveles, gracias al tratamiento.
Son dos las principales razones que hasta ahora se tienen para justificar la exclusién de
pacientes en tratamiento en estudios de busqueda de nuevos bNAbs. La primera, el
riesgo a obtener falsos positivos debido a la presencia de un factor neutralizante en las
muestras (Dreyer et al., 1999), y la segunda razén es la existencia de publicaciones
donde pacientes en tratamiento muestran una nula o muy pobre capacidad de generacién
de bNAbs (Wainberg et al., 1996; Binley et al., 2000; Morris et al., 1998; Bailey et al.,
2006a). La primera razon estd absolutamente justificada, sin embargo, como se podra

verificar més adelante en el presente trabajo, y como ya ha sido demostrado en otros



(Dreyer et al., 1999; Bailey et al., 2006a), existen métodos précticos para superar tal
inconveniente. La segunda razén es también justificable, sin embargo, al hacer una
revision de tales publicaciones, salta a la vista que tales trabajos no cuentan con
evidencias suficientes para probar tal afirmacion. Prueba de ello es que todos estos
trabajos tienen en comun el uso de un grupo muy pequefio de pacientes. Nuestro trabajo
es el primero en su clase en llevar a cabo ensayos de neutralizacién a gran escala,
empleando pacientes con tratamiento. Hemos sido los primeros en demostrar que los

pacientes bajo tratamiento antirretroviral, son capaces de generar bNAbs.



2. ANTECEDENTES

2.1 Variabilidad del virus

Poco después de aislarse por primera vez el VIH-1, y a medida de que se iba
comprobando que mediante las técnicas de inmunizacién cldsica no se conseguiria una
vacuna, era claro que habia que definir y conocer a fondo todas las caracteristicas que
hacian tan dificil de combatir a este virus. Una de las mds importantes es la alta (y
podria decirse, controlada) variabilidad que conduce a la extraordinaria diversidad
genética de estos virus. Se conocen cuatro caracteristicas que en conjunto son
responsables del fendémeno variabilidad/diversidad del VIH: un rdpido ciclo de
replicacion, una alta tasa de mutacion, recombinogenicidad y la hipermutacién mediada

por factores virales y celulares.

2.1.1 Velocidad del ciclo de replicacion

En VIH-1, la produccién total estimada promedio es de ~1 x 10"
viriones por dia, la duracion minima del ciclo de vida, in vivo (que comprende desde la
unién al receptor CD4 y correceptores, hasta que comienzan a emerger nuevas particulas
virales) es en promedio de 1.2 dias, y el promedio de tiempo de generaciéon (definido

como el tiempo a partir de que un virus es liberado hasta que este infecta otra célula y



causa la liberacion de una nueva generaciéon de particulas virales) es de 2.6 dias

(Perelson et al., 1996).

2.1.2 Tasa de mutacion

La transcriptasa reversa (RT; del inglés, reverse transcriptase) del
VIH-1 es la enzima encargada de la replicacion del RNA gendémico (gRNA; del inglés
genomic RNA). Durante el proceso de replicacién, se genera un heteroduplex
RNA/DNA transitorio, a su vez, la actividad catalitica RNasa H de la RT va degradando
el RNA, y finalmente polimeriza sobre el molde de DNA hasta formar una doble cadena
de DNA. Esta doble cadena de DNA serd integrada en el DNA gendmico de la célula
huésped (Figura 1F). La fidelidad de polimerizaciéon de la RT de VIH-1 es de
aproximadamente 1 error por cada 2000-5000 nucledtidos polimerizados (Roberts et al.,
1988; Ricchetti and Buc, 1990; Preston et al., 1988; Mansky and Temin, 1995). A
diferencia de otras RTs, esta no tiene dominio de exonucleasa y por lo tanto carece de la
funcion de lectura y correccion de errores, es decir que las alineaciones de nucleétidos
no coincidentes, son siempre pasadas por alto durante el curso de la replicacién. Existen
evidencias que apuntan a que los errores de replicacién ocurren durante los dos ciclos de
sintesis de DNA, es decir que los errores ocurren tanto cuando se emplea como molde al
RNA, como cuando usa la cadena de DNA recién sintetizada (Mansky and Temin,
1995), por lo tanto, la tasa de error va desde 5 a 10 mutaciones por cada ciclo. Las
mutaciones mds comunes son las de sustituciéon y las de cambio del marco de lectura.

Para las de sustitucién, se ha descrito que en la mayoria de los casos ocurren



sustituciones en donde se cambian guanina por adenina y citosina por timina. Para el
caso de mutaciones de cambio de marco de lectura se ha descrito que esto ocurre
principalmente por la p rdida de una base en series de T’s y A’s (Mansky and Temin,

1995).

2.1.3 Recombinacion

El fen6émeno de recombinacién en los retrovirus se debe
propiamente, a su maquinaria de replicacion. Estos virus son naturalmente propensos a
la recombinacién debido a que contienen dos copias de gRNA de cadena sencilla y
polaridad positiva en cada virién y durante el proceso de sintesis del provirus, la RT
necesita ejecutar dos translocaciones (o saltos de molde) mecdnicamente similares a
través de las dos cadenas (Figura 1B y 1E) (Temin, 1993; Coffin, 1979). No obstante de
albergar dos genomas por particula, los retrovirus no son propiamente diploides, sin
embargo pueden ser descritos como pseudodiploides. Se ha demostrado que los dos
gRNAs forman un d mero mediante interacciones no covalentes cercanas al extremo 5’
de los genomas (Kung et al., 1975; Kung et al., 1976). Esta estrecha proximidad entre
cadenas de gRNA, es responsable de que el surgimiento de un genoma recombinante
resulte solo durante la infeccion de un virus que previamente ha empaquetado genomas
procedentes de virus distintos durante una co-infeccién previa (Hu et al., 2003). Es decir
que, después de que una célula haya sido coinfectada por dos o mas virus distintos, la
progenie serd una mezcla de viriones que albergan genomas compuestos tanto de

homodimeros como heterodimeros de gRNA, pero no habra recombinacién de genomas



hasta después de que los viriones resultantes que porten heterodimeros de gRNA,
infecten una nueva célula (Hu et al., 2003). Es importante destacar que en VIH-1, la tasa
de formacién de virones con genomas heterélogos (durante coinfecciones) es mds alta si
se compara con otros retrovirus. La causa de esto reside en que para VIH-1, el gRNA
parece dimerizar en el citoplasma, lo cual favoreceria una asociacién aleatoria de
genomas. Esto no ocurre en otros virus como el de la leucemia murina que dimeriza
antes de salir del nicleo (Flynn et al., 2004; Flynn and Telesnitsky, 2006; Kharytonchyk

et al., 2005; Zhuang et al., 2006).
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Figural. Proceso de retrotranscripcién del VIH-1. (A) Unién de un iniciador tRNA a sus secuencias complementarias en el sitio de
uni n a iniciador (pbd: del ingl s primer binding site) cercano al extremo 5’ del gRNA, una vez que este iniciador ha unido,
comienza la s ntesis de una parte de la cadena negativa de DNA la cual termina cuando se alcanza el extremo 5’ del gRNA,
generando lo que se conoce como “DNA de desemboque de la cadena negativa (-ssDNA: del inglés, minus-strand strong-stop
DNA), este fragmento de DNA contiene las secuencias r y U5 de las repeticiones terminales largas (LTR: del inglés long terminal
repeats). (B) Una vez sintetizado el -ssDNA, este es liberado mediante la accién de la RNasa H que degrada el RNA
complementario, y es aqui cuando ocurre el primer salto replicativo, ya que el -ssDNA es transferido hasta el extremo 3° del gRNA.
(C) La sintesis de la cadena negativa de DNA contin a ahora desde el extremo 3’ del gRNA; gracias a esta acci n se completa el
primero de los dos LTRs ya que al extremo 3’ se encuentran las secuencias U3 y r. (D) En tanto la s ntesis de la cadena negativa de
DNA procede y la accion RNasa H va eliminando la cadena positiva de gRNA, la sintesis de la cadena positiva de DNA es iniciada a
partir de oligonucleétidos que persisten en las regiones conocidas como tractos de polipurina (PPT: del inglés, polypurine tract), uno
de estos PPTs se encuentra al inicio de la regién U3 del gRNA por lo que la sintesis iniciada a partir de esta regién (la cual concluye
al alcanzar el extremo 3°), genera el “DNA de desemboque de la cadena negativa (+ssDNA: del ingl s, plus-strand strong-stop
DNA); (E) A continuaci n, la RNasa H elimina el iniciador tRNA que permanec a unido al extremo 5’ la cadena negativa de DNA,
dejando libre una pequeiia secuencia del +ssDNA recientemente formado, la cual es complementaria con la secuencia del extremo 3’
de la cadena negativa; es aqu cuando ocurre el segundo salto de molde ya que la RT que se encuentra en el extremo 3’ de la cadena
negativa de DNA “salta para alinearse con el +ssDNA y continuar la s ntesis, gracias a esto se completa el segundo LTR. (F) Lo
que en un momento era el +ssDNA pasa a convertirse en el extremo 5’ de la cadena positiva de DNA, proveyendo de un extremo 3’
para continuar con la sintesis de la misma cadena; una regién PPT que se encuentra en el centro de la secuencia también provee de
un sitio de unién de oligonucledtidos por lo tanto la sintesis de la cadena positiva de DNA procede a partir de dos puntos generando
al final una doble cadena de DNA con dos LTRs y una regién solapada en el PPT central. (G) Finalmente la integrasa cataliza el
establecimiento del provirus y enzimas del hospedador raparan tanto regiones solapadas como huecos en la secuencia. Las lineas
rojas delgadas representan al RNA viral, y las mas gruesas al DNA viral. Los tRNAs iniciadores se muestran como figuras en color
verde. (La informacidn no estd a escala).



11

Existen dos tipos de saltos de molde por parte de la RT durante la replicacion de los
retrovirus: saltos replicativos y saltos recombinogénicos. En contraste con lo que ocurre
con los saltos en los ssDNAs (replicativos) (Figura 1B y 1E), los cuales ocurren
exclusivamente en posiciones definidas, los saltos recombinogénicos pueden ocurrir en
cualquier posicion del genoma retroviral (An and Telesnitsky, 2002), con una frecuencia
destacable de aproximadamente cada 2 kb o posiblemente incluso mds bajo algunas
condiciones fisiologicas (An and Telesnitsky, 2002; Rhodes et al., 2003; Chen et al.,
2006). Actualmente se carece de un entendimiento estructural definitivo acerca de como
la RT reconoce, se incorpora y se libera de las cadenas molde, y de como completa la
recombinacién, lo cual representa un campo que requiere de mucho esfuerzo en

investigacion (Onafuwa-Nuga and Telesnitsky, 2009).

2.1.4 Hipermutaciéon mediada por factores virales y celulares

El fenémeno de la hipermutaciéon en VIH-1 se basa en el cambio de
G’s por A’s (Harris et al., 2003; Mangeat et al., 2003). Ocurre a partir del efecto
combinado de la accién de factores virales y celulares. Por parte de la célula estan las
proteinas APOBEC, que son una familia de polinucleétido citidin-deaminasas, y por
parte del virus participa la proteina Vif. Para comprender como las proteinas APOBEC
contribuyen al fendmeno de la hipermutacion es necesario entender primero la funcién
de estas proteinas y su relaciéon con Vif. Dos miembros de la familia APOBEC, la
variantes 3G y 3F (APOBEC3G/F para resumir), son dos potentes inhibidores de la

infeccion de VIH-1. Las APOBEC3G/F tienen capacidad de unién a RNA vy por lo tanto
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pueden ser encapsuladas junto al RNA gendémico y el resto de las proteinas de la
nucleocédpside durante la generacién viral. Las APOBEC3G/F dirigen una deaminacion
intensiva de citidinas resultando en su conversion a uridinas, lo cual quedard registrado
como cambios de guanosina por adenosina en la cadena positiva del cDNA. En adicién
a esta profunda modificacion de la integridad del genoma viral, APOBEC3G/F también
parece inhibir la sintesis de DNA impidiendo la translocacion de la RT a través del
molde de RNA. Durante una infecciéon por VIH-1, la accion de APOBEC3G/F es
extensamente limitada mediante la accién de la proteina viral Vif, la cual induce la
poliubiquitinacién y la subsiguiente degradacion proteosémica de las APOBEC3G/F,
controlando asi, su incorporacion a las particulas virales (Kobayashi et al., 2005). Por lo
tanto, las funciones de las proteinas Vif y APOBEC3G/F son antagénicas. Este y otros
recientes hallazgos apuntan a que el fendmeno de la hipermutacién se debe a las

fluctuaciones en el balance Vif—~APOBEC (Malim, 2009).

2.2 Variabilidad intrapaciente: estructura en cuasiespecie

El efecto en conjunto de los factores responsables de las modificaciones en
la secuencia del VIH sumado a su rdpido ciclo de generacion, tiene como consecuencia
el que este virus esté catalogado entre las entidades conocidas que mds répido
evolucionan. Dos medidas han sido usadas para describir cuantitativamente la evolucién
del VIH-1, la primera es la diversidad, descrita como la variacién genética a un tiempo
dado, y la segunda es la divergencia, que se refiera a la distancia genética entre un punto

de referencia, usualmente el virus precursor (Lee et al., 2008).
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La diversidad de secuencia de VIH dentro de un individuo evoluciona como
poblaciones altamente heterogéneas que contienen particulas estrechamente
relacionadas, pero con genomas no idénticos. La diversidad de secuencia de VIH por
individuo puede llagar hasta un ~5% (en el gen env) en unos cuantos afios y la
divergencia a partir de la cepa inicial incrementa ~1% por afio (Shankarappa et al.,
1999). Estas complejas estructuras de poblaci n son llamadas “cuasiespecies virales
(Domingo and Holland, 1997). La dindmica de las cuasiespecies estd caracterizada por
procesos continuos de generacién de mutantes, competicidn y seleccion, resultando en el
dominio de aquellos genomas mds adaptados, rodeados de un espectro de mutantes
(Domingo and Holland, 1997) como se muestra en la Figura 2. La estructura de
cuasiespecie y las grandes poblaciones virales permiten a los virus de RNA y en especial
al VIH, reaccionar rdpidamente ante presiones selectivas ejercidas tanto por el sistema
inmune del individuo, como por la administracién de drogas antivirales o anticuerpos

monoclonales (Domingo and Holland, 1997).
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Figura 2. Representacion esquematica de la dindmica en cuasiespecie. Los genomas individuales dentro de un espectro de mutantes
son mostrados como lineas horizontales, y las diferentes mutaciones como simbolos sobre las lineas. La secuencia consenso o
promedio muestra el nucleétido méds abundante en cada posicién. El efecto del régimen de replicacién sobre la variacién de la
eficacia biol gica o “ fitness , se muestra de la siguiente manera: el tri ngulo grande representa un replicaci n intensa de la
poblacién de cuasiespecies (equivalente a un pase poblacional grande in vitro) que origina otras nuevas cuasiespecies y
generalmente resulta en el incremento de la adaptacién bioldgica; las flechas pequefias indican pasos de replicacion con cuellos de
botella consecutivos (equivalente a transferencias placa a placa in vitro) que resultan en el establecimiento de las mutaciones
presentes en el genoma parental y estdn usualmente acompafiadas por una disminucion de la adaptacion biolégica. La replicacion en
cuello de botella es producido in vivo cuando una presion selectiva (p.ej. en la forma del tratamiento antiviral) es aplicada sobre las
cuasiespecies (p.ej. de VIH-1), haciendo detectables las mutaciones de resistencia a drogas en la secuencia consenso del virus
(Briones and Domingo, 2008).

2.3 Tipos, subtipos y formas recombinantes: caracterizacion biologica y
aislamiento

2.3.1 Clasificacion

Como ya se ha mencionado antes, existen dos tipos de VIH: VIH-1 y
VIH-2. Estos virus comparten entre 40 y 50% de homologia genética, una importante

reactividad cruzada para los productos genéticos estructurales, tropismo celular y similar
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organizacion genética. Ambos tipos son transmitidos mediante contacto sexual, a través
de la sangre y de madre a hijo. La infeccion por estos virus causa SIDA clinicamente
indistinguible uno del otro, sin embargo, VIH-2 es trasmitido menos féicilmente
(principalmente en transmisiones sexuales y perinatales), y el periodo entre la infeccién
inicial y el desarrollo de la enfermedad es mds largo en el caso del VIH-2 (entre 5y 15%
de los infectados por VIH-1 encajan en la definici n de ‘no progresor a largo plazo’, y

lo mismo para entre el 86 y 95% de los infectados por VIH-2) (Kanki, 1999).

El VIH-2 estd concentrado en el oeste de Africa aunque es raramente
encontrado en otras partes. Este virus estd dividido en siete subtipos (A-G) pero solo los
subtipos A y B son prevalentes (Plantier et al., 2004). El VIH-2 representa menos del
1% de las infecciones por VIH a nivel mundial por lo que hablar de infeccién por VIH

es casi sinénimo de infeccion por VIH-1.

El VIH-1 por su parte, al ser el principal responsable de las infecciones a
nivel mundial ha sido sujeto de intenso estudio incluyendo su origen y clasificacion.
Actualmente los virus de VIH-1 estan clasificados en cuatro grupos filogenéticos: M
(main), O (outlier), N (nonmajor/nonoutlier) y un recientemente identificado grupo P,
los cuales probablemente reflejan cuatro eventos independientes de transmision a través
de especies a partir del chimpancé (Plantier et al., 2009; Gao et al., 1999; Robertson et

al., 2000).



16

El grupo O parece estar restringido a oeste y centro de Africa. El grupo N,
descubierto en 1998 en Camertn, es extremadamente raro. El grupo P, fue aislado de
una mujer de Camerin en 2009, y se estd a la espera de confirmar nuevos casos, ya que
el individuo declar6 no haber tenido contacto cercano con primates (Plantier et al.,

2009).

El grupo M es el responsable de mds del 90% de las infecciones por VIH-1 a
nivel mundial. Este grupo ha sido dividido en subtipos, denotados con letras y sub-
subtipos denotados con ndmeros. Los subtipos y sub-subtipos Al, A2, A3, A4, B
(Rivera-Morales et al., 2001), C (Rivera-Morales et al., 2011), D, F1, F2, G, H, J, y K
estdn actualmente reconocidos. Los subtipos de VIH-1 son cepas filogenéticamente
vinculadas que estdn aproximadamente a la misma distancia genética unas con otras; en
algunos casos, los subtipos estdn también vinculados geograficamente o
epidemiolégicamente. La variacién genética dentro de un subtipo puede ser del 15 al
20%, mientras que la variacion entre subtipos es usualmente del 25 al 35% (Hemelaar et

al., 2006).

Ocasionalmente, dos o més virus divergentes pueden encontrarse dentro de
una célula de una persona infectada y mezclar su material genético para crear un virus
hibrido (http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html). Muchas de
estas nuevas cepas no sobreviven por mucho tiempo, pero aquellas que logran infectar y
son identificadas en tres o mds personas que no tienen relaciéon epidemioldgica, son

conocidas como “formas recombinantes circulantes (CRFs: del ingl s, circulating
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recombinant forms); por el contrario, cuando un cepa es identificada en mas de dos

personas, relacionadas epidemiolégicamente, estas cepas son llamadas “formas

recombinantes nicas (URFs) (Tabla I).

Tabla I. Clasificacion filogenética del VIH-1 (Taylor et al., 2008)

Clasificacion

Subtipos o Cladas

Sub-subtipos

Definicion

Cepas de VIH-1 genéticamente relacionadas
entre si pero que en esencia, son
filogenéticamente equidistantes; generan una
filogenia tipo estrella en lugar del tipo drbol

Distintos linajes dentro de un subtipo; la
distancia genética entre sub-subtipos es mds
pequeiia que entre subtipos

Ejemplos

Actualmente se conocen los subtipos A, B, C,
D, F, G H,J, y K; de A aB son altamente
prevalentes, el resto tienen una prevalencia baja
y estdn limitados a distribuciones geograficas.

Los subtipos A y F estdn subdivididos en sub-
subtipos de Al a A4 y de Fl a F2,
respectivamente; principalmente circulan en el
centro y oeste de Africa

Formas Cepas mosaico con segmentos de dos o0 mds Comunes en epidemias donde circulan varios
recombinantes subtipos alternando a través del genoma. subtipos; se cree que resultan de la infeccién de
intersubtipo una persona con mas de un subtipo de VIH-1
Formas Formas recombinantes especificas que estdn  Actualmente hay 49 formas descritas para VIH-
recombinantes esparcidas en una poblacién; las nuevas 1y 1 para VIH-2; las CRFOI_AE y CRF02_AG
circulantes formas quedan definidas cuando se aislan de se encuentran principalmente en el sureste
tres personas sin vinculos epidemioldgicos —asidtico y el oeste de Africa, respectivamente;
directos otros tienen distribuciones mds limitadas
Formas Formas recombinantes intersubtipo aisladas de  Cientos de formas han sido descritas basadas en

recombinantes unicas

un solo individuo

secuencias de genomas parciales o completos;
su potencial para desencadenar una epidemia es
desconocida

Linajes Linajes, a menudo especificos de pais, que son B de Tailandia, C de la India, D del este y oeste
geograficamente distinguibles filogenéticamente; a diferencia de Africa, y A (FSU-A) de la antigua Unién
distintos de los subtipos, estos no son filogenéticamente ~ Soviética

equidistantes dentro de subtipos

2.4 La variabilidad como factor en la biisqueda de una cura

Muy pronto al comienzo de la epidemia de SIDA ya habia indicios acerca de
que los virus de la inmunodeficiencia humana no serian féciles de combatir. A solo dos
afos después de que se aislara por primera vez el VIH tipo 1 en 1985 (Barre-Sinoussi et
al., 1983), ya podia distinguirse un segundo tipo de VIH circulando en las poblaciones
humanas (Barin et al., 1985). Asi mismo, se sumaban estudios que desde 1984 ya daban
a conocer diferencias en el patrén de restricciéon enzimatica en secuencias de VIH-1

aisladas de pacientes con SIDA o ‘en riesgo de padecerlo’ (Benn et al., 1985; Shaw et
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al., 1984; Wong-Staal et al., 1985) (asi catalogados entonces). Enseguida llegaron los
primeros andlisis de secuencia del VIH-1 con resultados que confirmaban la alta
variabilidad de este virus (Alizon et al., 1986; Hahn et al., 1986) y con estos, los
también primeros ensayos de inmunizacion en animales empleando como antigeno a la
glicoproteina de superficie gp120. En estos experimentos de inmunizacién se vio por
primera vez, que la alta variabilidad del virus provoca tal diversidad, que los anticuerpos
generados de esta manera siempre serian capaces de unirse, y en el mejor de los casos,
neutralizar (in vitro), Unicamente al aislado que les dio origen o a aquellos cuya
secuencia fuese muy similar (Robey et al., 1986; Nara et al., 1988; Palker et al., 1988).
Muy pronto queddé claro que los anticuerpos generados de esta manera resultarian
indtiles frente a virus heterélogos, puesto que no serdn capaces de reconocerlo

(Matthews et al., 1987; Berman et al., 1988; Hu et al., 1987).

Los intentos para conferir inmunidad humoral y celular en modelos animales
habian mejorado el entendimiento de la patogénesis del VIH-1, pero no habian dejado
buenos antecedentes en lo que a proteccion se refiere. En 1987 se hizo publico el fracaso
de una vacuna experimental en chimpancés (Fultz et al., 1987), pero aun asi, ante la
urgencia de encontrar soluciones para un enorme problema de salud, en ese mismo afio,
Estados Unidos inici6 el reclutamiento de voluntarios para llevar a cabo el primero de
muchos ensayos clinicos de fase I y II. Inicialmente se emplearon dos proteinas
recombinantes de la gpl20 (Keefer et al., 1997) desarrolladas por la empresa de
biotecnologia MicroGeneSys. Sin embargo, en 1995 ya se daba a conocer el primer

individuo inmunizado que resultaba infectado. Tres afios después el nimero de
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infectados ascendia a 20 en un estudio de 596 participantes (Connor et al., 1998; Kahn
et al., 1995; McElrath et al.,, 1996), y la respuesta de anticuerpos tipo-especifica
observada, ya dejaba claro que esta estrategia no cumpliria mds alld del objetivo de

evaluar la seguridad en su aplicacién (Connor et al., 1998).

Después vendrian més ensayos empleando disefio de antigenos, asi como
también diversos y novedosos métodos de presentacion de los mismos
(http://www.iavi.org), entre los que se incluian estrategias dirigidas a estimular la
inmunidad celular. Fue en estos estudios donde por primera vez se lograron éxitos en lo
que a reactividad cruzada se refiere, puesto que nunca hasta entonces se habia
conseguido generar respuesta de CTLs capaces de lisar células CD4" autdlogas
infectadas con aislados primarios filogenéticamente distantes (Ferrari et al., 1997). Sin
embargo, en estos y otros estudios (Kaslow et al., 1996) ya se reconocia al haplotipo de
los antigenos leucocitarios humanos (HLA; del inglés, human leukocyte antigen), como
el factor determinante de amplitud de respuesta de CTLs y que salvo algunas
excepciones (Kaslow et al., 1996; Goulder et al., 1996; Klein et al., 1998), el VIH-1
escaparia mds facilmente a la presiéon inmunoldgica mutando los epitopos reconocidos

por el HLA (McMichael and Phillips, 1997).

Desde los primeros estudios de variabilidad del VIH-1 a mediados de los 80,
ya se observaba que los virus en cultivo mantienen su secuencia en un estado
relativamente estable (Wong-Staal et al., 1985). A medida en que se fueron adquiriendo

conocimientos, se confirmd, que la aparicion de mutantes resistentes responde a la



20

presion ejercida por el sistema inmune. Asi mismo, al conocerse la extraordinaria
variabilidad de este virus, y mediante antecedentes experimentales, quedd claro que
dicha presion resulta indtil ante un virus de tales caracteristicas, puesto que un virus tan
altamente variable seria siempre capaz de superar en velocidad, a los procesos naturales
de seleccién y maduracion de los dos flancos de la respuesta inmune. Ya se daba por
hecho que el virus siempre llevaria la ventaja ante el sistema inmune, sin embargo, el
virus mostré nuevamente su gran capacidad de adaptacion con la llegada de las drogas
antivirales y sus primeras pruebas en humanos en 1986 (Larder et al., 1989; Yarchoan
and Broder, 1987; Yarchoan et al., 1987), ya que a solo dos afios de que se iniciara su
uso general en el tratamiento contra el SIDA (Fischl et al., 1987), ya aparecian
publicaciones describiendo reduccién en sensibilidad y mutaciones de resistencia

(Larder et al., 1989; Larder and Kemp, 1989; Rooke et al., 1989).

Fue quizas a partir del 2003 cuando comenzé a aceptarse de manera general
que, mediante enfoques puramente empiricos, no se lograria generar una vacuna contra
VIH-1. En ese aiio se hicieron publicos los datos preliminares de los dos ensayos de fase
III de la empresa VaxGen, en donde se empled al candidato a vacuna AIDSVAX,
conteniendo bdsicamente una version genéticamente modificada de la proteina de
superficie del VIH (2003). Estos resultados tuvieron una fuerte repercusiéon ya que
evidenciaban el fracaso del primer ensayo de eficacia de fase III, en el cual participaron
alrededor de 7,900 voluntarios de EE UU, Canadd, Holanda, Puerto Rico y Tailandia.
Cuatro afios mds tarde, se hizo publico un nuevo fracaso, el de la prueba STEP. Esta

prueba empled el candidato a vacuna MRKAdS de Merck (Buchbinder et al., 2008)
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inicialmente en 3,000 voluntarios. Estos y otros resultados (Rerks-Ngarm et al., 2009)
dejaron claro que definitivamente seria necesario dirigir los esfuerzos hacia el desarrollo

racional de antigenos.

2.5 Los Anticuerpos Neutralizantes de Amplio Espectro como herramientas
para el disefio racional de antigenos

En el campo de vacunas contra VIH-1, surgieron proyectos involucrando el
concepto de disefio de antigenos (Kilby et al., 1998). Sin embargo, no fue hasta el
aislamiento (monoclonal) de los primeros bNAbs, cuando por fin se logré contar con
una herramienta que ofrecia verdaderas pautas para un disefio racional de antigenos. La
neutralizaciéon de VIH-1 por anticuerpos era un fenémeno ampliamente conocido, asi
como también lo eran las estrategias que el virus habia desarrollado para hacer que
comunmente, la neutralizacion fuese especifica hacia un grupo de variantes del virus. Se
sabfa pues, que el virus tenfa muchos mecanismos de defensa pero pocas
vulnerabilidades (Wyatt and Sodroski, 1998), sobre todo para las glicoproteinas de
superficie. Sin embargo, esas vulnerabilidades de las glicoproteinas de superficie se han
ido exponiendo gracias al descubrimiento de los bNAbs (Tabla II), capaces de
neutralizar a multiples aislados primarios, y con ello dando origen al concepto de

“polireactividad o neutralizaciéon de amplio espectro.
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Tabla II. Propiedades de neutralizacién cruzada de un panel de mAbs humanos contra VIH-
1(Burton et al., 2004).

Virus b12 b6 2G12 447-52-D 582 X5 2F5 4E10
Subtipo B (total = 30) 22(73%) 5(17%) 22(73%) 14(47%) 10(33%) 3(33%) 24(80%)  30(100%)
Todos los subtipos (total = 90) 45(50%) 5(6%) 37(41%) 17(19%) 10(11%) 3(3%) 60(67%)  90(100%)

La neutralizacién fue considerada positiva, si el 50% de la neutralizaciéon fue alcanzada a una
concentracion de mAb de menos de 50ug/mL, en un ensayo de neutralizacién con pseudovirus,
clasificado como relativamente sensible. b6 es un mAb relativamente convencional dirigido contra el sitio
de uni6én a CD4; 58.2 es un mAbD contra el lazo V3; X5 es un mAb dirigido contra epitopos inducidos por
CD4 (CD4i Abs; del inglés, CD4 induced antibodies); el resto de los mAbs son descritos a detalle en el
texto.

2.5.1 Origen de los bNAbs

Lo que inicialmente condujo a los investigadores a intentar aislar
anticuerpos neutralizantes, fueron las crecientes evidencias experimentales donde la
inmunizacién pasiva se perfilaba como una estrategia alternativa para el tratamiento y
profilaxis de la enfermedad. En 1988, dos grupos describieron beneficios clinicos en
pacientes con SIDA quienes recibieron plasma de donadores VIH-1" asintomaticos
(Jackson et al., 1988). En estos casos, se sabia que el plasma contenia altos titulos
neutralizantes anti-VIH-1. Entre 1989 y 1991, otros dos grupos publicaron que, la
presencia (en hijos) de anticuerpos maternales contra epitopos seleccionados de la
gp120, mantenia una fuerte correlacion con el fallo en la trasmision del virus a través de
madres infectadas hacia los hijos (Rossi et al., 1989; Goedert et al., 1989; Devash et al.,
1990). Resultados exitosos de inmunizacién pasiva en animales también contribuyeron a

reforzar los hallazgos en humanos (Emini et al., 1990; Putkonen et al., 1991). Todo ello
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sirvid como antecedente para iniciar busqueda de anticuerpos monoclonales con el

objetivo de verificar si tales efectos podrian depender de especificidades individuales.

El primero de los anticuerpos monoclonales (mAbs: del inglés,
monoclonal antibodies) neutralizantes de amplio espectro en ser identificado fue b12
(Burton et al., 1991; Barbas, III et al., 1992). Fue aislado en 1991, a partir de un panel
de fragmentos Fab (del inglés, fragment antigen binding) generados contra la gp120,
mediante la técnica de despliegue en fago. La biblioteca de Fab fue generada a partir de
la médula 6sea de un individuo asintomatico que habia sido positivo para VIH-1 durante
6 afios (Burton et al., 1991). A partir de entonces, diversos grupos se sumaron a la
bisqueda de bNAbs y las técnicas para aislar estos anticuerpos se diversificaron para
hacer el proceso mds eficiente. A pesar de que surgieron proyectos intentando aislar este
tipo de anticuerpos a partir de diversas fuentes (bibliotecas sintéticas de fagos o a partir
de modelos animales), hasta ahora, los individuos infectados por VIH-1 han prevalecido

como fuente principal para la bisqueda.

2.5.2 Vulnerabilidades de 1a ENV debido a los bNAbs

Actualmente se ha aislado un ndmero relativamente pequeio de
anticuerpos neutralizantes de amplio espectro, sin embargo, han sido muy utiles para
descubrir vulnerabilidades del VIH-1 al mismo tiempo que han ayudado a comprender

ciertos mecanismos de acciéon de las glicoproteinas de superficie, los cuales son
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determinantes para el proceso de infeccion. A continuacién se describen algunos

aspectos destacados de los bNAbs mds estudiados en el presente.

2.5.2.1 b12

b12 es un anticuerpo que obstruye el sitio de unién a CD4 en la
gp120, previniendo su anclaje. Un elemento clave del sitio de unién a CD4, es un hueco
que forma un sitio de contacto para el aminodcido Phe-43 que se proyecta desde un lazo
en CD4 (Wyatt and Sodroski, 1998). Sin esta interaccion, gp120 se une muy débilmente
a CD4 para que la fusion proceda eficientemente. La estructura cristalina de b12 muestra
que este anticuerpo tiene un lazo CDR3 inusualmente largo, el cual puede clavarse

dentro del “hueco que forma el sitio de uni n a CD4 de la gp120 (Saphire et al., 2001).

2.5.2.22F5y 4E10

Los mAbs 2F5 y 4E10 reconocen epitopos cercanos aunque
distintos en la region externa préxima a la membrana (MPER; del inglés, membrane
proximal external region) en el ectodominio de la gp41 (Zwick et al., 2001). Hasta
ahora, MPER es una de las pocas regiones conocidas que permiten el acceso a
anticuerpos en la gp41, ya que la mayoria de su superficie esta oculta por gp120 (Zwick
et al., 2001), no obstante, podrian haber ain mas sitios por descubrir. Diferentes estudios
de afinidad empleando péptidos, sugieren que estos anticuerpos han evolucionado para

reconocer secuencias en contextos muy especializados cuando se encuentran formando
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parte de la molécula. Estudios cristalograficos empleando 2F5, han demostrado que su
epitopo adopta una estructura llamada giro beta (B-turn) (Ofek et al., 2004). Por su parte,
el epitopo de 4E10 adopta una conformacién eliptica cuando se encuentra en complejo
con el anticuerpo (Cardoso et al., 2005). Se sabe que estos anticuerpos no interfieren con

la unién a receptor pero que actiian inhibiendo el proceso de fusién.

2.5.2.3 447-52D

El anticuerpo 447-52D neutraliza un amplio rango de aislados
que contienen la secuencia GPGR en la punta del asa V3 (variable 3) en gp120 (Gorny
et al., 1992; Zolla-Pazner et al., 2004). Como su nombre lo indica, el lazo V3 varia en
secuencia entre diferentes aislados de VIH. La estructura cristalina del 447-52D en
complejo con péptidos del asaV3, ha revelado que este tipo de anticuerpos han
evolucionado para ser capaces de reconocer a un pequefio nicleo peptidico y a la vez,
ser capaces de soportar variaciones a ambos extremos de dicha secuencia (Stanfield et
al., 2004). Un ejemplo de un caso parecido y ampliamente estudiado es el Complejo
Humano Mayor de Histocompatibilidad tipo I y II, que interactdan con los dtomos de la
cadena principal en combinacién con un secuencia conservada de residuos de
aminodcidos (Kwong, 2004). Existe evidencia que apunta a que la razén por la cual la
secuencia GPGR estd relativamente conservada, se debe a que desempefia un papel

importante en la unién al correceptor (Hartley et al., 2005).
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2.5.2.42G12

Otro de los anticuerpos monoclonales més estudiados es 2G12. A
diferencia de la mayoria de los anticuerpos, 2G12 no conserva la forma tradicional de
“Y , sino que, mantiene sus dos brazos apuntando verticalmente uno al lado del otro.
Esto permite que exista un intercambio de dominios entre las cadenas pesadas,
generando con ello un sitio de unién adicional. Este particular arreglo le permite
reconocer a un grupo de residuos de oligomanosa que forman parte de la capa protectora
de azicar de la gp120 (Calarese et al., 2003). Excepcionalmente, este anticuerpo se ha
generado en contra de la primera linea de defensa del virus. El estado particularmente
conservado de este particular grupo de glicanos permite al 2G12, reconocer muchas
cepas de VIH-1. Una vez que este anticuerpo se ha unido, su masa interfiere de forma no

especifica con la entrada del virus.

2.5.3 Estrategias para el disefio de inmundgenos mediante los bNAbs

Los bNADbs son una clara demostracioén de que el sistema inmune es
capaz de generar especificidades dirigidas hacia los puntos débiles del virus (Figura 3).
Si a ello se suman las evidencias experimentales en donde se muestran resultados
favorables respecto a prevencion de la infeccidn, gracias a la preexistencia de este tipo
de anticuerpos (Hessell et al., 2009), resulta 16gico, a la vez que esperanzador, enfocar

esfuerzos en el disefio de inmundgenos que sean capaces de generar este tipo de
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especificidades. Actualmente existen cuatro estrategias bien definidas que hacen uso, a

distintos niveles, de lo que hasta ahora se ha aprendido a través de los bNAbs.

membrana Viral

Figura 3. Modelo de la glicoproteina de VIH-1 mostrando la localizacién de los epitopos reconocidos
por los bNAbs. Los tres mondmeros de gp120 constituyendo el trimero ENV, estan representados en azul.
La representacion de gp41 en verde, es esquemdtica. Es muy probable que los epitopos para 4E10 y 2F5
en amarillo y rojo respectivamente, no estén disponibles y esquemadticamente visibles, hasta que la
espicula de Env haya interactuado con los receptores celulares. CD4i Abs se refiere a regiones
aproximadas donde se forman epitopos inducidos por CD4, el lazo V3 es la regién donde hacen blanco
anticuerpos tales como 447-52D.

2.5.3.1 Produccion de moléculas que mimetizan el trimero maduro
en la superficie del virion

Estas moléculas pueden ser recombinantes o expresadas en la
superficie de particulas tales como pseudoviriones o proteoliposomas (Sanders et al.,
2002; Yang et al., 2001; Grundner et al., 2002). El grado de mimetismo puede ser

estimado usando a los propios mAbs.
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2.5.3.2 Produccion de glicoproteinas de superficie disenadas para
presentar a los epitopos neutralizantes mas eficientemente
que en su estado natural

La eliminacién tanto de asas variables como de los sitos de unién
a carbohidratos, son enfoques estimables. Un enfoque alternativo resulta de intentar
reducir la inmunogenicidad de epitopos irrelevantes mediante, por ejemplo,
hiperglicosilacion o mutacidn, para intentar enfocar las respuestas hacia los epitopos de

interés (Pantophlet et al., 2003).

2.5.3.3 Generacion de intermediarios estables del proceso de entrada

La tercera estrategia es generar intermediarios estables del
proceso de entrada, con el propdsito de exponer epitopos conservados a los cuales los
anticuerpos podrian tener acceso durante la entrada. La inmunizacién con la gp120
ligada a CD4, lo cual ha generado NAbs en conejos, es un ejemplo de este enfoque
(Fouts et al., 2002). Sin embargo, no estd claro que porcién de esos NAbs estdn
dirigidos a CD4. El uso de péptidos que mimeticen a CD4 en lugar de usar a la propia

molécula, es un posible método alterno que se esta estudiando.
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2.5.3.4 Produccion de epitopos que mimeticen a los de los mAbs

Se trata de producir epitopos que mimeticen a los de los mAbs, a
partir de estudios de estructura analizando complejos antigeno-anticuerpo. Este enfoque
ha sido ampliamente estudiado mediante el uso de péptidos para 2F5 y 4E10, y mediante

el uso de estructuras de carbohidratos para 2G12.

2.5.4 Busqueda y estudio de nuevos Anticuerpos Neutralizantes de
Amplio Espectro

Todas las estrategias para el disefio de antigenos, anteriormente
mencionadas, estdn siendo extensamente estudiadas, y aunque actualmente ain no se
han logrado generar anticuerpos neutralizantes de amplio espectro mediante ninguna de
estas, conforme avanza el tiempo, se han ido adquiriendo conocimientos que van
acercando cada vez mads al objetivo final. Resulta por demds obvio que la bisqueda de
nuevos anticuerpos neutralizantes, sea fundamental para aportar nuevas estructuras
como fuentes de estudio y desarrollo. Las evidencias acerca del potencial de los bNAbs
son tan claras, que se acepta como un hecho el que una eventual generacién de
respuestas de anticuerpos neutralizantes de amplio espectro, equivaldria a resolver el

problema de la vacuna contra VIH-1.

En Julio del 2002, se anuncié la creacion de un proyecto
multimillonario dedicado exclusivamente a la bisqueda y estudio de bNAbs contra

VIH-1, el Consorcio para los Anticuerpos Neutralizantes (NAC; del inglés, Neutralizing
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Antibody Consortium), asociacion creada por La Iniciativa Internacional para la Vacuna
contra el SIDA (IAVI; del inglés, International AIDS Vaccine Initiative), para coordinar
una red internacional de investigacion dedicada a la busqueda de nuevos anticuerpos, asi
como a la determinacién de las estructuras tanto de anticuerpos como de regiones en
gpl20/gp41 para el disefio racional de una vacuna (http://www.iavi.org). Esta
organizacion ha coordinado exitosos proyectos entre 17 entidades publicas y privadas
dedicadas a la investigaciéon del VIH-1 en 9 paises alrededor del mundo, logrando
organizar recoleccién de muestras de pacientes infectados de todos estos paises. Entre
sus logros destaca el aislamiento de dos nuevos y potentes bNAbs después de analizar la
respuesta neutralizante en el suero de aproximadamente 1,800 voluntarios infectados
(Simek et al., 2009). Los proyectos coordinados por el NAC destacan por alto nivel de
organizacion e inversion econdmica, no obstante, no son los tnicos dedicados hacia este

enfoque (Corti et al., 2010; Li et al., 2009; Sather et al., 2009; Scheid et al., 2009).

2.5.5 Avances en las estrategias para la buasqueda de nuevos
anticuerpos

Los més recientes proyectos de biisqueda de nuevos bNAbs, al igual
que en un principio, se han basado en la seleccién de pacientes con sueros polireactivos,
sin embargo, en la actualidad, la tendencia es llevar a cabo busquedas a gran escala.
También se han desarrollado otras nuevas estrategias que consisten en clasificar las
células mediante la técnica de cell sorting, antes de iniciar el proceso de generacién de
monoclonales (Scheid et al., 2009). Estos y otros nuevos enfoques pretenden,

evidentemente, aumentar las posibilidades de encontrar nuevos anticuerpos.
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En la actualidad, los proyectos de busqueda de anticuerpos estén,
acompanados de perfeccionados métodos para los ensayos de neutralizaciéon. Ademas,
se cuenta con mas informacion de secuencias de aislados primarios de VIH-1 con las
que es posible generar paneles de virus divergentes, para verificar la amplitud de la
capacidad neutralizante de los sueros, durante la etapa de cribado. Esto dltimo es
particularmente importante para aquellos proyectos en donde se tiene que analizar la
neutralizacion en sueros a gran escala, puesto que es para tal propésito es imprescindible
contar con un panel de virus lo menos numeroso posible, pero que represente la
diversidad del virus, tanto como sea posible. Para la anterior se cuenta con programas

informaticos de anélisis filogenético.

2.5.6 Busqueda de nuevos anticuerpos neutralizantes en la era de la
Terapia Antirretroviral de Gran Actividad

Desde un inicio, los estudios enfocados hacia la busqueda de bNAbs,
se han llevado a cabo principalmente empleando individuos que no se encuentran en
tratamiento antirretroviral o excepcionalmente, en monoterapia. En algunos casos se ha
trabajado con pacientes que estuvieron en tratamiento pero que lo habian dejado por un
tiempo prolongado. De hecho, como ya se ha hecho mencidén, los estudios que
condujeron a la bisqueda de NAbs comenzaron sélo poco tiempo después de iniciarse
los primeros ensayos de antirretrovirales, por lo que puede decirse que la bisqueda de
bNAbs comenzé antes del inicio del auge de la era de los antirretrovirales entre 1989 y

1995 (Sterne et al., 2009).
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Debido a los éxitos de la terapia antirretroviral de gran actividad
(TARGA), su uso se encuentra ampliamente generalizado, principalmente en los paises
desarrollados. Actualmente solo queda por establecer un consenso que defina las
condiciones y el tiempo ideales para iniciar el tratamiento. Se sabe que existe una
reconstruccion en el sistema inmune gracias al tratamiento (Autran et al., 1997; Autran
et al., 1999; Li et al., 1998). Existen argumentos que defienden la iniciacién del
tratamiento en las etapas tempranas después de la seroconversion, cuando los pacientes
aun son asintomdticos (Jain and Deeks, 2010). Uno de los argumentos que justifican una
rdpida iniciacion en el tratamiento, se basa en evitar tanto como sea posible, los efectos
irreversibles de algunas de las funciones del sistema inmune por parte del virus (Moir
and Fauci, 2009). Las actuales pautas para determinar el tiempo de iniciacién del

tratamiento, por ejemplo, una cuenta de menos de 350 células CD4/uL

http://www.aidsinfo.nih.gov/ContentFiles/AdultandAdolescentGL.pdf)  permiten al

virus causar graves dafios al sistema inmune. Uno de los objetivos buscados mediante
una intervencién temprana con antirretrovirales, es que los individuos infectados
preserven, tanto como sea posible, todas las funciones del sistema inmune para que,
eventualmente (en combinacién con alguna terapia p. ej. Inmunizacién con virus
autélogos) logre contribuir a combatir la infeccién. Los resultados de un reciente estudio
empleando mads de 45,000 pacientes, sugieren que los efectos benéficos del tratamiento,
son mayores cuando este se inicia durante los 2 primeros afios después de la

seroconversion (Sterne et al., 2009). Otra razén fundamental y de las mds importantes,


http://www.aidsinfo.nih.gov/ContentFiles/AdultandAdolescentGL.pdf
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que justifica el inicio temprano del tratamiento, es que ello reduce el riesgo de

transmisién (Lima et al., 2010).

En el terreno de la terapia antirretroviral, las evidencias muestran una
marcada tendencia hacia una intervencion cada vez mds temprana, lo cual
paraddjicamente y en teoria, afectaria al campo de buisqueda de nuevos bNAbs, puesto
que, como ya se ha mencionado, los pacientes en tratamiento hasta hoy, no son elegibles
para dicha busqueda. Las limitaciones que dicha tendencia podrian causar en el terreno
de la bisqueda de bNADbs no son faciles de medir, sin embargo se advierte a simple vista
que en todo caso serfan marginales, y la razén es muy sencilla puesto que,
desafortunadamente, aunque en declive, el nimero de nuevos contagios es ain muy alto,
y més desafortunado atin es el hecho de que existen millones de personas que no tienen

acceso al tratamiento, a pesar de los esfuerzos internacionales (http://www.unaids.org).

Ya se ha subrayado la importancia de buscar nuevos bNAbs y sin
embargo, se estd dejando de un lado (Doria-Rose et al., 2010; Li et al., 2009; Mikell et
al., 2011; Piantadosi et al., 2009; Sajadi et al., 2009; Sather et al., 2009) a un importante
y porcentualmente mayoritario grupo de individuos infectados (en paises desarrollados),
con caracteristicas inmunoldgicas especiales (Moir and Fauci, 2009). Es importante
analizar las razones con las que se cuentan para excluir a los pacientes bajo tratamiento,

de todo proyecto de biisqueda de nuevos anticuerpos neutralizantes.
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2.5.7 Argumentos para excluir a pacientes bajo tratamiento de los
proyectos de bisqueda de nuevos bNAbs

Existen dos argumentos que hasta ahora han prevalecido como
vélidos, para excluir a los pacientes en tratamiento, de todo proyecto de busqueda de
nuevos bNADbs, 1) el riesgo a obtener falsos positivos debido a la presencia de un factor
neutralizante en las muestras, y 2) la hipdtesis que propone que los pacientes en

tratamiento no son capaces de generar bNAbs.

Ante la oportunidad que representan los bNAbs, como herramientas
para encontrar la solucién de la vacuna contra VIH-1, es importante analizar
detalladamente los factores a favor y en contra que representa la inclusién o rechazo de

pacientes bajo tratamiento, en proyectos de busqueda de nuevos bNADbs.

2.5.7.1 Riesgo a obtener falsos positivos debido a la presencia de un
factor neutralizante en las muestras

A finales de la década de los 90 cuando la TARGA, ya era de
aplicaciéon comin y a la vez, la busqueda de nuevos bNAbs cobraba méas fuerza,
comenzaron a surgir inquietudes acerca del riesgo l6gico de obtener falsos positivos,
debido a la presencia de un factor inhibitorio de la replicacion viral, en el suero de los
pacientes bajo tratamiento. También en esos afios, se formulaban hipétesis acerca de los
efectos que la TARGA pudiese ejercer en respuesta humoral neutralizante, debido a la

restauracion de la inmunocompetencia.
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En 1999, Evans et al. (Dreyer et al., 1999), llevaron a cabo un
estudio de neutralizaciéon de VIH-1 en 37 pacientes infectados, seleccionados por su
bajo o nulo nivel de progresién de la enfermedad y de los cuales 24 estaban bajo
tratamiento. Los resultados de este estudio, muestran una clara contribucion a la
neutralizacion por parte de los antirretrovirales, lo cual, justificaria el rechazo de este
grupo de pacientes para este tipo de estudios. Sin embargo, resulta evidente que estos
resultados estdn sesgados por la sensibilidad del tipo de ensayo de neutralizacion, el cual
no permite el uso de altas diluciones de suero para alcanzar concentraciones inhibitorias
del 50% (ICsp) verdaderamente representativas. En este estudio, la dilucién usada como
base para los ensayos de neutralizacion fue de 1:40, la cual es muy baja. Sin embargo,
cuando se evalud el efecto de los antirretrovirales a diluciones de 1:100, tal efecto
desapareci6. Estudios mds recientes han demostrado que ICsy’s a diluciones a partir de
1:125 hasta 1:300 son capaces de conferir proteccion in vivo (Hessell et al., 2009), y
otros estudios de neutralizacién manejan diluciones por encima de 1:1000 (Binley et al.,

2000; Kimura et al., 2002).

Con lo anterior queda claro que el uso de sistemas mds sensibles
para ensayos de neutralizacién que permitan trabajar con diluciones por encima de
1:100, seria suficiente para evitar el problema de los falsos positivos, al menos para la
mayoria de los antirretrovirales actualmente en uso. Ademds, actualmente existen
sencillos métodos de didlisis que tedricamente permiten eliminar del suero a los
antirretrovirales, incluyendo aquellos altamente residuales. También es de uso comun el

uso de virus que permiten evaluar los efectos de los antirretrovirales, tales como el virus
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de VIH-1 pseudotipado con las proteinas de superficie del virus de la estomatitis

vesicular (VSV-ENV-VIH-1) (Bailey et al., 2006a).

2.5.7.2 (Los pacientes en tratamiento no son capaces de generar
bNAbs?

La generacion de respuestas de NAbs en pacientes infectados por
VIH-1, es en si, un tema que atin mantiene multiples incdgnitas, a las cuales se suman
las de los efectos causados por el tratamiento antirretroviral. El efecto del tratamiento
antirretroviral sobre la generacion de respuesta de NAbs, ha sido un tema debatido desde
hace ya mds de una década. Factores opuestos estdn involucrados; la reduccién de la
replicacion del VIH-1 limita el daio causado por el virus al sistema inmune (Rosenberg
et al., 1997), sin embargo, la disminucién de la concentracién de los antigenos virales,
podria restringir la maduracién o mantenimiento de las respuestas virales (Lafeuillade et

al., 1997; Markowitz et al., 1999; Morris et al., 1998; Ortiz et al., 1999).

Se sabe que tanto los titulos de anticuerpos de unién especifica a
los antigenos de VIH-1, como las respuestas de células B no especificas, son sensibles a
la TARGA (Morris et al., 1998; Lafeuillade et al., 1997; Markowitz et al., 1999). Sin
embargo, han habido muchas incégnitas respecto al efecto de la terapia, sobre la
respuesta de NAbs. En un estudio de monoterapia con zidovudina, se observé una
modesta disminucién en los titulos de NAbs (Wainberg et al., 1996), pero otro describi
un incremento (Schmidtmayerova et al., 1992). En un tercer estudio, algunos pacientes

que recibieron terapia combinada, tuvieron un incremento en los titulos neutralizantes,
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pero en otros, los niveles decrecieron (Sarmati et al., 1997). Posteriormente, otro estudio
incluso encontrd un efecto nulo por parte de la TARGA en los titulos de NAbs (Dreyer

et al., 1999).

Estudios cada vez més detallados comenzaron a reflejar con cierta
claridad, algunas pautas de las cuales podria depender la generacién de la respuesta
neutralizante. Multiples evidencias demostraron que la TARGA ejerce un efecto
inhibitorio en la generacién de NAbs (Binley et al., 2000; Morris et al., 1998), pero que
tal tendencia dependerd de multiples factores, siendo uno de los mds importantes la
etapa en la cual se inicia la terapia. Binley et al., (Binley et al., 2000) observaron que
pacientes tratados muy pronto después de la infeccién, no llegaron a desarrollar
respuestas neutralizantes, en contraste, cuando la TARGA fue iniciada varios afios
después de la infeccién, a menudo esta tuvo poco efecto sobre los titulos de anticuerpo
contra las proteinas estructurales del VIH-1. Se ha especulado que para entonces,
podrian haber suficientes depdsitos de antigeno en los tejidos linfaticos para mantener la
produccién de anticuerpos, de manera que una disminucién de la cantidad de antigeno

circulante tendria poco impacto (Binley et al., 2000).

Los efectos de una supresion viral temprana en la generacion de
NAbs, también se han podido observar entre el grupo de pacientes conocido como
controladores de élite, un subgrupo de los No progresores de largo plazo (LTNP; del
inglés, long-term nonprogressors) quienes mantienen cargas virales por debajo de 50

copias por mililitro, sin terapia antirretroviral. Bailey et al. (Binley et al., 2000; Kimura
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et al., 2002), encontraron niveles insignificantes de neutralizacién en un pequeilo grupo
de controladores de élite, a la vez que observaron que este grupo de pacientes
albergaban virus con un nivel muy bajo de diversidad a nivel de la region env. Se sabe
que la diversificacion viral, particularmente a nivel de la regién env (longitud de las
regiones V1-V5 y nimero de glicanos unidos a asparagina en la regién V1-V5), se da
como consecuencia de la presion por parte de los anticuerpos (Chohan et al., 2005; Frost
et al., 2005). Por lo tanto, al no observarse diversificacién viral, se concluy6 que el virus
fue suprimido muy pronto después de la infeccidn, posiblemente mediante las células

CDS8" sin dar lugar a la maduracién de la respuesta neutralizante.

Resultados mds cautelosos acerca de la generacion de respuestas
neutralizantes en pacientes tratados también fueron surgiendo. Un hallazgo importante
publicado por varios grupos (Binley et al., 2000; Joos et al., 2005; Kimura et al., 2002),
resulté de ensayos en donde pacientes con una adherencia intermitente a la terapia,
desarrollaron NAbs contra los virus autélogos, a menudo a altos titulos. Esto coincidié
con breves periodos de viremia. A partir de estas evidencias se propuso que la induccién
de respuestas fuertes de NAbs durante una infeccién primaria por VIH-1 deberia
requerir, en principio, un estrecho contacto con el virus, seguido de la supresion de la
replicacion de los virus mediante TARGA, para permitir la recuperacion de la
competencia inmunoldgica, y finalmente, nuevas exposiciones a glicoproteinas de

superficie nativa.
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A pesar de que los efectos de la TARGA sobre la generacion de
anticuerpos neutralizantes, seguian siendo algo debatible, las evidencias se inclinaban
hacia un efecto promotor de la generacidn, al menos bajo ciertas condiciones como se
acaba de mencionar. Sin embargo, mds lejos estaban atn las respuestas concretas acerca
del papel protector de tales anticuerpos, puesto que los estudios habian sido llevados a
cabo evaluando la respuesta neutralizante solamente contra virus autélogos
contempordneos. También hacia falta verificar la amplitud de respuesta de los

anticuerpos generados en pacientes tratados.

Bailey et al. (Bailey et al.,, 2006a), estudiaron el papel de los
NAbs en nueve pacientes en TARGA, siete pacientes crénicos sin tratamiento y nueve
controladores de élite. Para ello, llevaron a cabo ensayos de neutralizacién empleando el
plasma de cada paciente contra pseudovirus autélogos generados a partir de secuencias
completas de env aisladas de virus de plasma (llamados virus contempordneos), y de
provirus derivados de células CD4" (llamados virus antiguos) para cada uno de los
pacientes. Los ensayos de neutralizacién también fueron llevados a cabo empleando dos
cepas sensibles a neutralizaciéon como pardmetro de la reactividad cruzada. En este
estudio se observd, que los titulos de NAbs contra cepas sensibles a neutralizacién
fueron mucho mads bajos en pacientes en tratamiento y controladores de élite, comparado
con la respuesta en infectados crénicos. Respecto a la neutralizacién aut6loga, y a pesar
de que en pacientes con tratamiento, los resultados fueron muy diversos, se concluyé
que los NAbs no juegan un papel dominante en el control de la viremia ni en la

seleccién de variantes virales en plasma. No obstante que el estudio fue bastante
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completo, se aprecia a simple vista que el nimero de muestras es muy pequefio, ademas,
las conclusiones fueron tomadas a pesar de que solo tres de los nueve pacientes con
tratamiento mostraron poca o nula neutralizaciéon contra los virus de plasma o
provirales. El resto de los pacientes mostraron una clara neutralizacién contra unas
variantes y poca o0 muy poca respuesta contra otras. Tampoco de muestra algin andlisis
acerca del tiempo de iniciacion del tratamiento o si se experimentaron O no,

interrupciones en la adherencia al tratamiento por ejemplo.



41

3. JUSTIFICACION

Los anticuerpos neutralizantes de amplio espectro proveen importante informacion en
la carrera hacia el disefio de una vacuna contra el VIH-1. Hasta hoy, gracias a los bNAbs
se han descubierto algunas regiones de neutralizacion ampliamente conservadas, sin
embargo, debido al tamafio y estructura del complejo gp41/gp120, el nimero de tales
regiones puede ser grande. Los proyectos de busqueda de bNAbs, basiandose en
argumentos debatibles, excluyen a pacientes en tratamiento antirretroviral, el cual
representa un grupo nUmMeEroso y con caracteristicas inmunoldgicas diversas pero sobre
todo, con un sistema inmune reconstituido a diferentes niveles gracias a la terapia. Es
necesario verificar a profundidad, la capacidad de generacion de bNAbs en pacientes
bajo tratamiento, puesto que se podria estar dejando de lado a una fuente importante de
informacion en el terreno de la busqueda de nuevos anticuerpos neutralizantes de amplio

espectro.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar la respuesta de generacion de anticuerpos neutralizantes de amplio

espectro, en pacientes bajo tratamiento antirretroviral con carga viral

indetectable, mediante un estudio a gran escala.

4.2 Objetivos especificos

Generar un panel de virus recombinantes (RVs; del inglés, recombinant viruses)

de aislados primarios de VIH-1, que represente la diversidad global del VIH-1.

Disefiar un ensayo de neutralizacion a gran escala basado en RVs de VIH-1.

Realizar un estudio de neutralizacion de VIH-1 a gran escala, empleando

pacientes VIH-17, con y sin tratamiento antirretroviral.
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5. HIPOTESIS

Los pacientes bajo tratamiento antirretroviral son capaces de generar anticuerpos

neutralizantes de amplio espectro a pesar de mantener cargas virales indetectables.
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6. ESTRATEGIA GENERAL

[ Seleccidn semi-aleatoria a partir de muestras retrospectivas de 364 pacientes ]

v

[ Seleccidn de secuencias env a partir de aislados primarios divergentes ]

v

[ Construccion de clonas moleculares infecciosas (panel de RVs) ]

v

[ Ensayos de neutralizacion entre los sueros seleccionados y el panel de virus ]

v

[ Purificacion de IgG a partir de los sueros que resultaron ampliamente neutralizantes ]

v

[ Ensayos de neutralizaci n entre las IgG’s seleccionadas y el panel de virus ]

v

[ Pruebas para descartar interferencias por parte de los antivirales ]

v

[ Analisis estadisticos ]
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Muestras de pacientes VIH-1+

Las muestras de suero y plasma utilizadas en este estudio, provienen de un
banco de muestras del Hospital Clinico y Provincial de Barcelona (Espana). Este banco
de muestras ha sido generado a través de un programa de seguimiento al que estin
sujetos voluntariamente, pacientes VIH-1+ del citado hospital. Todos los pacientes han
firmado una hoja de consentimiento informado. Se ha hecho una seleccién semi-
aleatoria a partir de muestras retrospectivas de 364 pacientes. En el 30% de los casos
fueron tomadas mas de una muestra, generando un total de 508 muestras analizadas. Los
participantes son individuos adultos VIH+ clinicamente asintomadticos, con y sin

tratamiento antirretroviral, radicados en Cataluifia, Espafia.

El 82.1% de los participantes son hombres y el 17.9% mujeres. El 24.7% de
las transmisiones fueron por contacto heterosexual, mientras que la transmisién por
contacto entre hombres que practican sexo con hombres (HSH) fue del 58.5%. El 7.4%
resulté del uso de drogas intravenosas, y un 4.5% incluy6 transmisiones por transfusion
de sangre y a individuos que declararon ignorar la ruta de transmision. No hubo datos
acerca de la ruta de transmision para el 4.9% de las muestras. Se presume que todos los

pacientes estan infectados con VIH-1 del subtipo B, en base al lugar de residencia. La
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Tabla IV muestra las caracteristicas demograficas de los pacientes: la media y rango de
las cuentas de células T CD4" para cada paciente, la carga viral, nimero de afios desde
el diagnostico positivo para VIH-1 al tiempo del estudio, caracteristicas del tratamiento,

y nimero de afios bajo terapia.

173 (47,5%) de los pacientes estaban en tratamiento antirretroviral y
mantenian cargas indetectables de viremia (<50 copias/mL de plasma) y una media de
689 células T CD4"/uL. 191 (52,5%) pacientes no estaban tratados al momento de la
toma de muestras y mantenian una media de 10,241 copias de RNA viral por mL de
plasma y una media de 567 células T CD4"/uL de plasma. El promedio del nimero de
afos desde el diagnédstico fue de 9 para los pacientes tratados y 5 para pacientes sin
tratamiento. El promedio del nimero de afios en terapia antirretroviral fue de 5 (Tabla

V).

Los sueros fueron obtenidos mediante técnicas convencionales empleando
tubos de separacion, y el plasma fue colectado usando tubos con 4cido-citrato-dextrosa o
EDTA. Todas las muestras fueron separadas en alicuotas de 1 mL, inactivadas por 30
minutos a 56° C y almacenadas a -80° C. Aunque el plasma fue colectado y almacenado,

solo se empled en un caso para purificacion de IgG.
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7.2 Construccion de clones moleculares infecciosos de diferentes aislados
primarios del VIH-1

La construccion de clones moleculares infecciosos del VIH-1, se llevd a

cabo a partir de la sustitucion de la secuencia env de un clon de pNL4-3, por secuencias

env de aislados primarios.

1.

7.2.1 Obtencion del fragmento pNL4-3Aenv

La forma plasmidica de la clona molecular NL4-3 fue purificada como se sefiala en
la seccidn 7.2.4 de purificacion de DNA plasmidico y se digirié con Notl (Promega,
Madison, WI) siguiendo el protocolo de fabricante.

El sitio Notl es un sitio de corte tnico en la secuencia del pNLA-3 que ha sido
afiadido a la secuencia original (accession: AF324493). Estd disefiado para
escindir en el nucledtido 8,798. Esta modificaciéon ha sido llevada a cabo por el

grupo del Dr. José Alcami del Instituto Carlos III de Madrid.

El producto (lineal) de la digestion fue purificado en columna de afinidad
empleando el sistema comercial QIAquick PCR purification kit (Qiagen, Venlo,
Holanda). Una vez cuantificado por espectrofotometria, se digirié nuevamente con
EcoRI (Promega) siguiendo el protocolo del fabricante. El sitio EcoRI a su vez,
corta en el nucledtido 5,744.

El corte en estos dos sitios (Notl y EcoRI), generan dos fragmentos lineales. Uno
de los fragmentos es de 3,054 pb que contiene parte de vpr, las secuencias

completas de tat, vpu, rev, y env, y un fragmento de nef. Para los fines précticos de
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este estudio, este fragmento recibe el nombre de env, en este caso en particular, es
la regién env de la cepa NL4-3. El segundo de los fragmentos es de 11,770 pb y
alberga el resto de las secuencias de NLA4-3. Para los fines practicos de este

estudio, este fragmento recibe el nombre de pNLA4-34env.

3. Los dos fragmentos generados por la doble digestion, fueron separados mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1%. El DNA fue tefiido con el reactivo
SYBR®(Invitrogen, Carlsbad, CA) y visualizado a través de un transiluminador de
luz azul Dark Reader DR-45M (Clare Chemical Research, Dolores, CO). Para
conocer el tamafio de las bandas se corri6 en paralelo el marcador de peso

molecular 1kb ladder (Promega, Madison, WI).

4. La banda de 11,770 pb (pNL4-3Aenv) fue identificada y se extrajo mediante corte
con bisturi la seccién de agarosa conteniendo dicha banda. El fragmento de DNA
fue extraido de la matriz de agarosa y purificado mediante el método comercial
QIAquick Gel Extraction (Qiagen), siguiendo el protocolo del fabricante. Una vez

purificado, el producto se cuantificé y se almacené a -20° C.

7.2.2 Obtencion del fragmento env de aislados primarios

Las cepas de virus elegidas (para establecer un panel representativo
de la diversidad del virus), fueron seleccionadas mediante el anélisis de secuencia de un
grupo de aislados primarios de referencia. La seleccion se hizo en base al grado de

diversidad en la regiéon V3C3 (abarcando desde el aminodcido 300 al 392 de la
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glicoproteina gp120, de acuerdo a la numeracién basada en HxB2) tal como se describe

a continuacion:

1. Las secuencias nucleotidicas de las cepas de referencia fueron descargadas desde la

base de datos de Los Alamos (http://hiv-web.lanl.gov). Todas aquellas secuencias

de nuestros aislados, las cuales resultaron con huecos en al menos una posicion,
fueron excluidas de los andlisis posteriores; el nimero de bases diferentes en los
andlisis de comparacién de apareamiento y andlisis filogenético, fue determinado
mediante el programa MEGA; las matrices de distancia de DNA fueron calculadas
mediante el método Kimura de dos pardmetros y se construy6 un arbol filogenético
con matrices de distancia usando el método Neighbor-Joining; finalmente, la
robustez del 4rbol fue evaluada mediante un andlisis de arranque (bootstrap) de

1,000 réplicas.

2. Las cepas seleccionadas fueron provistas por H. Holmes (NIBSC, Reino Unido) a
través del consorcio NeutNet (G. Scarlatti) (Euler et al., 2010). Las cepas son las
siguientes (el subtipo se muestra entre paréntesis): VI 191 (A), 92BR025 (C),

92UG024 (D), CM244 (E), and AC10 (B).

3. Las clonas moleculares de los aislados primarios seleccionadas, fueron purificados
como se sefiala en la seccion de purificacion de DNA plasmidico. Cada clona fue

procesada siguiendo las indicaciones del punto 1 al 3 del apartado anterior.


http://hiv-web.lanl.gov/
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4. La banda de 3,054 pb (env) fue identificada y se extrajo con bisturi la seccién de
agarosa conteniendo dicha banda. El fragmento de DNA fue extraido de la matriz
de agarosa y purificado mediante el método comercial QIAquick Gel Extraction
(Qiagen), siguiendo el protocolo del fabricante. Una vez purificado, el producto se

cuantificé y se almacené a -20° C.

7.2.3 Ligacion y verificacion de secuencia

1. Una vez purificados los fragmentos pNL4-3Aenv, asi como las regiones env de cada
uno de los aislados primarios, se procedié a unir al fragmento pNL4-3Aenv con
cada uno de las regiones env mediante reacciones de ligacion. Para ello se utilizé el
sistema Rapid DNA Ligation Kit (Roche, Alemania) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Después de cada una de las reacciones de ligacidn, se espera tener

formas plasmidicas de clonas moleculares infecciosas de virus recombinante.

2. Para amplificar dichas clonas moleculares, cada una de las reacciones de ligacién
fue transformada en células de E. coli MAX Efficiency® Stbl2™ Competent Cells
(Invitrogen, Carlsbad, CA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Al término de
cada reaccion de transformacion, las células fueron extendidas en placas de agar LB

(Sigma), conteniendo 50 ug/mL de Ampicilina.

3. Después de 24 horas se selecciond un niimero aleatorio de colonias, se cultivaron en

medio LB liquido (50 ug/mL de Ampicilina) y 24 horas después se procedié a
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purificar el DNA plasmidico de la manera como esta sehalado en la seccion de

purificacién de DNA plasmidico.

Los plasmidos fueron verificados en una primera etapa mediante el tamafo por
electroforesis en gel de agarosa, empleando como patrén de corrida una muestra de
pNL4-3. Una vez verificado el tamafio, los candidatos seleccionados fueron
verificados mediante andlisis de secuencia mediante el sistema BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA). Los

oligonucledtidos utilizados se muestran a continuacién en la tabla III:
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Tabla III. Listado de oligonucleétidos. Entre paréntesis el sentido correspondiente a la cadena.

VI 191

92U0G024

ACI0

92BR025

CM 244

)
(+)
(+)
)
(+)
(+)
)
(+)
)
)
(+)
)
)
(+)
)
)
)
)
)
)
)
(+)

TTGCTACTTGTGATTGCTCCATGT
GATCAAGCTTTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAG
ATTGTGGAGGGGAATTTTTCTACTG
TTGCTACTTGTGATTGCTCCATGT
GATCAAGCTTTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAG
GTGAATAGAGTTAGGCAGGGATATTCAC
GACTGCCATTTAACAGCAGTTGAG
TCTGGATCCAACTGCTGTTAAATGGCAGTC
TGGCCTGATTCCATGTGTACATTG
TTCTGGGTCCCCTCCTGAGGA
TCTGGATCCAACTGCTGTTAAATGGCAGTC
TTGCTACTTGTGATTGCTCCATGT
GTGAATATCCCTGCCTAACTCTATTCAC
GTGAATAGAGTTAGGCAGGGATATTCAC
GACTGCCATTTAACAGCAGTTGAG
GTGAATATCCCTGCCTAACTCTATTCAC
TCTAAGCTTCACTTCTCCAATTGTCCCTC
TTGCTACTTGTGATTGCTCCATGT
GACTGCCATTTAACAGCAGTTGAG
GTGAATATCCCTGCCTAACTCTATTCAC

TTGCTACTTGTGATTGCTCCATGT
TTCTGGGTCCCCTCCTGAGGA

1.

2.

7.2.4 Purificacion de DNA plasmidico

Cada clona molecular fue transformada en células de E. coli MAX Efficiency®

Stb12™ Competent Cells (Invitrogen, Carlsbad, CA), siguiendo las instrucciones

del fabricante.

Las células transformadas fueron extendidas en placas de Petri con agar LB (Sigma)

con 50 pg/mL de Ampicilina, para obtener colonias aisladas. Las placas se

incubaron toda la noche a 30° C.
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3. Al dia siguiente, mediante una varilla estéril, se selecciond una colonia, que serviria
para inocular un tubo de ensayo con medio liquido LB con 50 pg/mL de
Ampicilina. El tubo fue incubado toda la noche a 30° C con agitacién a 200 RPM.

4. Al dia siguiente el tubo con el cultivo crecido, fue utilizado para inocular 500 mL
de medio liquido LB con 50 pg/mL de Ampicilina, y se incubé toda la noche a 30°
C con agitacién a 200 RPM.

5. El cultivo de toda la noche fue centrifugado a 5,000 x g por 10 minutos a
temperatura ambiente. Se descart el sobrenadante y la pastilla fue secada al aire
para remover el exceso de medio.

6. El plasmido fue purificado empleando el sistema comercial Pure Yield  Plasmid
Maxiprep System (Promega, Madison, WI), siguiendo las instrucciones del manual
técnico del fabricante.

7. La concentracion y pureza del DNA obtenido se ha determinado por
espectrofotometria y se ha hecho una evaluacién visual de la integridad y tamafio
del plasmido mediante electroforesis en agarosa y tincién con reactivo
SYBR®(InVitrogen, Carlsbad, CA). El DNA ha sido visualizado en un
transiluminador de luz azul Dark Reader DR-45M (Clare Chemical Research,

Dolores, CO).

7.3 Cultivo de células 293-T/17 y TZM-bl

La linea 293-T/17 son células adherentes que provienen de rifidn

embrionario humano ([ATCC:CRL-11268] LGC Promochem: Cell Biology Collection).
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La linea TZM-bl (NIH AIDS Research and Reference Reagent Program [Cat. No.
8129]), es una linea celular HeLa CXCR4+ que expresa el receptor, CD4, la molécula
correceptora, CCRS, y un gen de la Luciferasa controlado a través de la secuencia LTR
como gen reportero. La manipulacion de estas células y de los reactivos que intervengan
en este proceso debe llevarse a cabo en cabinas de flujo laminar clase II (A/B3

recomendado).

7.3.1 Procedimiento de descongelacion

1. Anadir 50 mL de medio (Dulbecco modified Eagle medium [DMEM], 10% suero
fetal bovino [SFB]) (Invitrogen, Carlsbad, CA) a un frasco de cultivo celular de
poliestireno con una superficie de crecimiento de 25 cm? y tapa con ventilacién, y
colocarlo en el baino de agua a 37° C para atemperar.

2. Sacar un vial de células 293-T/17 o TZM-bl1 de la atmodsfera de congelacién en la
que se encuentre. Es recomendado llevarlas a una descongelaciéon suave
sumergiendo el vial ya sea en hielo en agua 6 nieve carbdnica en etanol. Cada vial
de células congeladas debe haber >5x10° células/mL.

3. Una vez descongelado el volumen del vial, afiadir este al frasco con DMEM-SFB
10% y dejar incubar 2 horas en una estufa a 37° C en atmosfera saturada de humedad
con 5% de CO; en aire, en posicion vertical para favorecer la sedimentacion y
agrupacion de las células.

4. Recoger cuidadosamente tanto sobrenadarte como sea posible, evitando resuspender

las células sedimentadas, para ello debe usarse una pipeta estéril.
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Afadir DMEM-SFB 10% hasta un volumen de ~10 mL y transferir a un frasco de
cultivo celular de poliestireno con una superficie de crecimiento 75 cm? y tapa con
ventilacion.

Incubar en una estufa a 37° C en atmosfera saturada de humedad con 5% de CO; en
aire. Los frascos se colocan en posicion horizontal.

A partir de este punto de lleva a cabo el proceso de mantenimiento y pases.

7.3.2 Procedimiento de mantenimiento y pases

Verificar el crecimiento de la monocapa de células al microscopio, una vez
alcanzada una confluencia cercana al 100% y comprobado el buen estado de las
células se procede a llevar a cabo el pase de células.

Retirar con pipeta el medio de cultivo y agregar 4 mL de Tripsina-EDTA
(Invitrogen, Carlsbad, CA) a temperatura ambiente, agitar suavemente el frasco en
posicion horizontal para enjuagar los restos del medio de cultivo.

Retirar con pipeta la Tripsina-EDTA de lavado y afiadir 4 mL mds de Tripsina—
EDTA.

Agitar suavemente el frasco en posicion horizontal para distribuir la Tripsina por
toda el area de crecimiento, la accion de la enzima provoca que las células se
despeguen. El proceso no debe durar mas de 3 minutos (se recomienda colocar el
frasco en la estufa a 37° C para optimizar el proceso). Para el caso de TZM-bl, serd

necesario golpear suavemente el frasco para facilitar la separacion de las células.
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5. Una vez que las células se han despegado, detener la accién de la Tripsina afiadiendo

6 mL de medio DMEM-SFB 10% y mezclar suavemente por pipeteo unos segundos.
Retirar/descartar 9 mL de la suspensiéon y afiadir 9 mL de DMEM-SFB 10% (a
temperatura ambiente) al mililitro de suspension restante, de esta manera se obtiene
un pase a una dilucién 1:10 (a esta dilucién los cultivos de 293T/17 y TZM-bl
llegan a confluencia en ~72 horas con lo cual el mantenimiento de lleva a cabo dos
veces por semana. Se recomienda no exceder de 20 pases).

Dispersar las células unos minutos en el frasco de cultivo en posicion horizontal y de
la misma manera colocarlo en un incubador a 37° C en atmoésfera saturada de

humedad con 5% de CO, en aire.

7.3.3 Procedimiento de conservacion (congelacion)

Cuando el cultivo esté formando una monocapa a un ~75% de su

confluencia se procede a despegar las células para su congelacion. Se realiza el mismo

procedimiento descrito para el pase de células, apartado anterior del paso 1 al 5.

1.

Se cuantifica el nimero de células y su viabilidad mediante el método de azul tripdn
en camara de Neubauer. Los viales (criotubos) estardn compuestos de 5x10°
células/mL de medio de congelacién (DMEM-SFB 10%, DMSO 10%).

Mantener los criotubos en frio en un contenedor térmico. Congelar a —80° C y

posteriormente llevar al contenedor de Nitrégeno liquido.
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7.4 Obtencion de particulas virales en células 293T/17

Obtencion de particulas virales recombinantes funcionales de un solo ciclo,
a partir de DNA plasmidico, mediante la introduccién del DNA en células 293-T/17 por
el método calcio-fosfato. La transfeccion se ha llevado a cabo empleando el sistema
comercial ProFection® Mammalian Transfection System (Promega, Madison, WI)

siguiendo el protocolo del fabricante.

7.4.1 Reactivos (provistos por el sistema comercial):

1. CaCl, 2M.
2. 2X HEPES-Buffered Saline (HBS 2X).

3. Agua libre de nucleasas.
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7.4.2 Muestras

Construcciones plasmidicas (ver secciéon 7.2 Construccién de clonas
moleculares infecciosas de diferentes aislados primarios del VIH-1) y el clon molecular

infeccioso NL4-3 obtenido gracias al Dr. José Alcami del Instituto Carlos III de Madrid.

7.4.3 Procedimiento

DIA -1

1. Llevar a cabo del punto 1 al 5 del procedimiento de mantenimiento y pases del
cultivo de células (seccidén 7.3.2).

2. Cuantificar el nimero de células mediante el método de azul tripdn en cdmara de
Neubauer y afiadir en un frasco de cultivo celular de 75 cm?, 10 mL de la

suspension celular con 1,5)(105 células/mL.

DIiA 0

1. Reemplazar el medio de las células con 10 mL de DMEM-SFB 10% 3 horas antes
de la transfeccion, continuar incubando a 37° C en atmosfera saturada de humedad

con 5% de CO, en aire.
2. En una campana de flujo laminar clase II (A/B3 recomendado), mezclar 5 pg de

DNA con 62 pL de CaCl, y llevar a un volumen de 500 pL con agua libre de
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nucleasas. Por cada tubo de mezcla de DNA preparar un tubo con 500 pl. de HBS
2X (todas las soluciones deben estar a temperatura ambiente y previamente
agitadas).

3. Colocar el tubo con HBS 2X en un agitador para mezclar suavemente y afiadir
lentamente por goteo la mezcla de DNA- CaCl,.

4. Incubar la mezcla a temperatura ambiente por 30 minutos.

5. Agitar suavemente la mezcla y afiadirla por goteo a las células. Se recomienda que la
mezcla DNA/CaCl,/HBS caiga inicialmente sobre el medio y no directamente sobre
las células, para ello se coloca el frasco verticalmente.

6. Agitar suavemente el frasco en posicion horizontal para distribuir la mezcla por toda
el area de crecimiento.

7. Incubar a 37° C en atmosfera saturada de humedad con 5% de CO, en aire.

DIA +1

1. Reemplazar el medio de las células con 10 mL de DMEM-SFB 10% e Incubar a 37°

C en atmosfera saturada de humedad con 5% de CO; en aire.

DIA +2

1. Recoger el sobrenadante (en el cual se encuentra el virus) y pasarlo a un tubo para
centrifuga estéril.

2. Centrifugar a 1,500 rpm 5 minutos para eliminar restos celulares.
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3. Pasar el sobrenadante a un tubo nuevo y centrifugar nuevamente a 1,500 rpm 5
minutos.

4. Pasar el sobrenadante a un tubos nuevos de 10 mL y congelar a -80° C (se
recomienda hacer una alicuota de ~1 mL para llevar a cabo los andlisis de

infectividad y el ensayo de p24).

7.5 Elisa de captura para el antigeno p24

La presencia del antigeno p24 en los sobrenadantes de las células 293T/17,
transformadas con clonas moleculares de RVs-VIH-1, fue cuantificada mediante un
ELISA de captura de antigeno (Innogenics, Bélgica). El ELISA fue llevado a cabo
siguiendo las instrucciones del fabricante. Una curva estandar, fue trazada con la lectura
de absorbancia recopilada a partir del p24 estdndar provisto por el sistema y las
concentraciones de las muestras fueron determinadas a partir de la curva. Un control
negativo compuesto por sobrenadante de células sin transfectar fue incluido. Las

reacciones fueron leidas en un lector Tecan Sunrice (Tecan, Suiza).

7.6 Ensayo de infectividad

La infectividad de los RVs fue calculada mediante el ensayo de infeccion
celular en TZM-b1 (ver seccion cultivo de células 293-T/17 y TZM-bl) (Derdeyn et al.,
2000; Platt et al., 1998; Takeuchi et al., 2008). Los ensayos de infectividad con su

correspondiente control, fueron llevados a cabo por triplicado (series de B a C), en
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placas de cultivo de 96 pozos (nunc) empleando el siguiente disefio y siguiendo los

pasos que se detallan a continuacidn:

TQmMmY Q w>

p—

TZM-b1 TZM-b1 TZM-b1 TZM-b1 TZM-b1 TZM-b1 TZM-b1 TZM-b1 TZM-b1
+ + + + + + + + +
Virus dil Virus dil Virus dil Virus dil Virus dil Virus dil Virus dil Virus dil Virus dil

1:1 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256

A todos los pozos de las orillas de la placa (representados en gris), se les afadieron
150 pL de PBS estéril, para mantener la humedad en la placa durante los periodos
de incubacion.

Los pozos del 2B al 2D son utilizados como control negativo (para obtener la
actividad basal de la luciferasa en TZM-bl sin infectar, la cual sera eliminada
durante los cédlculos). A cada pozo se afiaden 100 pL. de DMEM-SFB 10% mas 10*
células TZM-bl en un volumen de 100 pL (obtenidas como esta descrito en los
pasos del 1 al 5 de la seccion de procedimiento de mantenimiento y pases, y
cuantificacion por el método de azul tripdn y cAmara de Neubauer).

Al resto de pozos desde la serie 3B-3D, hasta 11B-11D, se afiaden 10* células
TZM-bl en un volumen de 100 pL, y a continuacion, se afiaden una serie de
diluciones de virus en escala de 1:2 tomando como punto de partida 40ng de p24,
hasta 0,156ng (como se indica en el esquema).

La placa se transfiere a una incubadora a 37° C en atmosfera saturada de humedad

con 5% de CO; en aire. Después de 72 horas de incubacion, los sobrenadantes son
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removidos y la actividad celular asociada a luciferasa para cada pozo, es
determinada en un luminémetro de microplacas (Turner biosystems, Sunnyvale,
CA) mediante un luciferase assay kit (Biotherma, Sweden) siguiendo las
instrucciones del fabricante.

5. Se calcula el promedio de la actividad basal de luciferasa de las TZM-bl y se
elimina del resto de las lecturas. Los promedios de cada lectura son calculados. Una
vez obtenidos los promedios, se divide el promedio de cada una de las diluciones de
virus, entre el promedio del control sin infectar (a mayor cantidad de virus [menor
dilucién], mayor tasa de infeccién y por lo tanto mayor produccién de luciferasa, es
decir, lecturas mads altas). Esta informacion es finalmente utilizada para calcular una
dilucién de virus que genere una lectura de 10 veces por encima del control

negativo.

7.7 Ensayos de neutralizacion

Las muestras (suero/IgG purificada/flow-through) seleccionadas fueron
probadas con los RVs usando el ensayo de infeccion celular en TZM-bl (gen de la
luciferasa como reportero). Para la etapa de cribado (screening) se utilizaron los seis
RVs del panel. Para las etapas donde se utilizaron tanto la IgG purificada como la
fraccion flow-through, se utilizé también el VIH-1 pseudotipado con las glicoproteinas
de superficie del virus de la estomatitis vesicular (VSV) (VSV-ENV-VIH-1). Los

ensayos de neutralizacién con sus correspondientes controles, fueron llevados a cabo por
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triplicado (series B-C y E-F), en placas de cultivo de 96 pozos empleando el siguiente

disefio y siguiendo los pasos que se detallan a continuacién:

DMEM Muestra 1 Muestra 1 Muestra 2 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 3 Muestra 4 Muestra 4
dil/conc 1 dil/conc 2 dil/conc 1 dil/conc 2 dil/conc 1 dil/conc 2 dil/conc 1 dil/conc 2
DMEM + + + + + + +

+ +
* TZM-bl Virus 1 Virus 1 Virus 1 Virus 1 Virus 1 Virus 1 Virus 1 Virus 1

TZM-b1 + + + + + + +

+ +
Virus TZM-b1 | TZM-bl | TzM-bl | TzM-bl | TZM-bl | TzM-bl | TzM-bl | TZMm-bl
Muestra 5 Muestra 5 Muestra 6 Muestra 6 Muestra 7 Muestra 7 Muestra 8 Muestra 8 Muestra 9 Muestra 9
dil/conc 1 dil/conc 2 dil/conc 1 dil/conc 2 dil/conc 1 dil/conc 2 dil/conc 1 dil/conc 2 dil/conc 1 dil/conc 2
+ + + + + + + + + +
Virus 1 Virus 1 Virus 1 Virus 1 Virus 1 Virus 1 Virus 1 Virus 1 Virus 1 Virus 1
+ + + + + + + + + +
TZM-b1 TZM-b1 TZM-b1 TZM-b1 TZM-b1 TZM-b1 TZM-b1 TZM-b1 TZM-b1 TZM-b1

T QMm99 QO Wy

[a—

A todos los pozos de las orillas de la placa (representados en gris), se les afladieron
150 uLL de PBS estéril, para mantener la humedad en la placa durante los periodos
de incubacion.

2. Los pozos del 2B al 2D son utilizados como control negativo (para obtener la
actividad basal de la luciferasa en las TZM-bl sin infectar), en cada pozo se afiaden
100 uL de DMEM-SFB 10%.

3. Los pozos del 3B al 3D son utilizados como control positivo de la infeccion (no se
afiade ningun elemento inhibidor, por lo tanto se obtiene un 100% de infeccion), en
este caso se afiaden 25 pL. de DMEM-SFB 10%.

4. A partir de la serie 4B-4D se llevan a cabo ensayos de neutralizaciéon. Mediante este

disefio de placa es posible analizar lo siguiente:
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a. dos diluciones de nueve sueros (1:200 y 1:2000, diluciones finales del suero
cuando entra en contacto con el virus), el suero ha sido previamente inactivado
por calor durante 30 minutos a 56° C,

b. dos distintas concentraciones de IgG purificadas a partir de 9 sueros (0.2 y 0.05
mg/mL de IgG, esta es la concentracion final que queda cuando la IgG entra
en contacto con el virus) o,

c. dos diluciones de la fracciéon flow-through (1:200 y 1:2000, diluciones finales

de las fracciones flow-through cuando entra en contacto con el virus).

Para cada caso, se anaden por triplicado, 25 pL de suero pre-diluido (1/50 y
1/500), o 25 puL de IgG pre-diluida (0.8 y 0.2 mg/mL), o 25 uL de flow-through

(1/50 y 1/500) desde 4B-4D hasta 11E-11G como se muestra en el esquema.

5. En todos los pozos excepto la serie 2B-2D, se afiaden 75 pL de virus (la
concentracion del virus afiadido, se ha calculado para obtener lecturas en un orden
de 10 veces por encima del control negativo en el ensayo de infectividad). La placa
se coloca en un incubador a 37° C en atmdsfera saturada de humedad con 5% de
CO; en aire por 1 hora.

6. En todos los pozos se afiaden 10* células TZM-bl en un volumen de 100 uL
(obtenidas como esta descrito en los pasos del 1 al 5 de la secciéon de
procedimiento de mantenimiento y pases, y cuantificacion por el método de azul
tripdn y cdmara de Neubauer). La placa se coloca en un incubador a 37° C en

atmosfera saturada de humedad con 5% de CO; en aire por 72 horas.
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7. Después de 72 horas de incubacion, los sobrenadantes son removidos y la actividad
celular asociada a luciferasa para cada pozo, es determinada en un luminémetro de
microplacas (Turner biosystems, Sunnyvale, CA) mediante un luciferase assay kit
(Biotherma, Sweden) siguiendo las instrucciones del fabricante.

8. Se calcula el promedio del control negativo y este valor se elimina del resto de los
valores; a continuacién se obtiene el promedio del control positivo (3B-3D) y a
partir de este valor, que representa el 100% se calcula el porcentaje que representan
el resto de los valores; finalmente se calculan los promedios y desviaciones estidndar
por cada serie (el valor que resulta es el porcentajetxdesviacion estdndar de actividad
residual de la luciferasa, que es inversamente proporcional al porcentaje de

neutralizacion).

7.8 Ensayos de sensibilidad a la neutralizacion

La sensibilidad a la neutralizaciéon de todos los RVs del panel fue
previamente evaluada mediante ensayos de neutralizacién, empleando los siguientes
anticuerpos monoclonales de amplio espectro: b12, 2G12, 2F5, y 4E10. Ocho series de
diluciones en escala 1:4, fueron probadas contra los RVs usando el ensayo de infeccién
celular en TZM-bl. Para 4E10, 2F5, y 2G12 la concentracién de partida fue de 12,5
pg/mL mientras que para b12 fue de 6,5 pg/mL. Los ensayos de neutralizacién con sus
correspondientes controles, fueron llevados a cabo por triplicado (series B-C), en placas
de cultivo de 96 pozos empleando el siguiente disefio y siguiendo los pasos que se

detallan a continuacion:
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Anticuerpo Anticuerpo Anticuerpo Anticuerpo Anticuerpo Anticuerpo Anticuerpo Anticuerpo

dil. 1 dil. 2 dil. 3 dil. 4 dil. 5 dil. 6 dil. 7 dil. 8

+ + + + + + + +
TZM-bl TZM-b1 TZM-b1 TZM-b1 TZM-b1 TZM-b1 TZM-b1 TZM-bl
+ + + + + + + +
Virus Virus Virus Virus Virus Virus Virus Virus

A todos los pozos de las orillas de la placa (representados en gris), se les afladieron
150 pL de PBS estéril, para mantener la humedad en la placa durante los periodos
de incubacion.

Los pozos del 2B al 2D son utilizados como control negativo (para obtener la
actividad basal de la luciferasa en las TZM-bl1 sin infectar), en cada pozo se afiaden
100 uL de DMEM-SFB 10%.

Los pozos del 3B al 3D son utilizados como control positivo de la infeccién (no se
aflade ningin elemento inhibidor, por lo tanto se obtiene un 100% de infeccién), por
lo que se afaden solo 25 uL. de DMEM-SFB 10% en cada pozo de la serie.

A partir de la serie 4B-4D se llevan a cabo ensayos de neutralizaciéon. Mediante este
disefio de placa es posible analizar ocho series de diluciones en escala 1:4 tal como
se muestra en el esquema. Se afiaden por triplicado, 25 pL de anticuerpo de cada

dilucién en su serie correspondiente como se muestra en el esquema.
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10. En todos los pozos excepto la serie 2B-2D, se afiaden 75 pL de virus (la

10.

concentracion del virus afiadido, se ha calculado para obtener lecturas en un orden
de 10 veces por encima del control negativo en el ensayo de infectividad). La placa
se coloca en un incubador a 37° C en atmoésfera saturada de humedad con 5% de
CO; en aire por 1 hora.

En todos los pozos se afiaden 10* células TZM-bl en un volumen de 100 uL
(obtenidas como esta descrito en los pasos del 1 al 5 de la seccién de
procedimiento de mantenimiento y pases, y cuantificaciéon por el método de azul
tripdn y cdmara de Neubauer). La placa se coloca en un incubador a 37° C en
atmosfera saturada de humedad con 5% de CO; en aire por 72 horas.

Después de 72 horas de incubacion, los sobrenadantes son removidos y la actividad
celular asociada a luciferasa para cada pozo, es determinada en un luminémetro de
microplacas (Turner biosystems, Sunnyvale, CA) mediante un luciferase assay kit
(Biotherma, Sweden) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Se calcula el promedio del control negativo y este valor se elimina del resto de los
valores; se obtiene el promedio del control positivo (3B-3D) y a partir de este valor,
que representa el 100% se calcula el porcentaje que representan el resto de los
valores; finalmente se calculan los promedios y desviaciones estidndar por cada serie
(el valor que resulta es el porcentaje [+desviacion estandar] de actividad residual de
la luciferasa, con estos datos se hace una curva y mediante regresion lineal se

calcula la concentracion de IgG que reduce la infectividad en un 50% (ICsy).
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7.9 Purificacion de IgG y preparacion de muestras para ensayos de
neutralizacion

La inmunogloblina G fue extraida de las muestras seleccionados mediante

cromatografia de afinidad con proteina G.

l.

100 pL de suero inactivado (56° C/30 min) fue mezclado con 500 uL de PBS pH
7,4 y la 1gG fue purificada empleando mini-columnas de proteina G para micro-
centrifuga siguiendo las instrucciones del fabricante (Pierce, Rockford, IL). La
fraccion residual (flow through) fue recogida y almacenada (para ensayos de
neutralizacion, ver seccion, 7.7 Ensayos de neutralizacién).

La IgG purificada fue posteriormente separada de elementos menores de 50 kDa
mediante un proceso intensivo de didlisis, empleando membranas con tamafio
maximo de poro de 50 kDa, siguiendo las instrucciones del fabricante (Spectra/Por,
Spectrum Medical Industries, Laguna Hills, CA).

La inmunoglobulina fue cuantificada usando un ensayo mini-Bradford. Las
reacciones fueron leidas en un espectrofotometro para micro-placas (Tecan Trading
AG, Switzerland).

La fraccion flow through, considerada libre de IgG, fue llevada a las diluciones 1:50
y 1:500 con respecto al volumen inicial de suero (100uL) para su posterior uso en

ensayos de neutralizacion (ver seccion 7.7 Ensayos de neutralizacion).
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7.10 Ensayos in vitro para la deteccion de trazas de actividad antirretroviral
por parte del antirretroviral efavirenz

Se seleccionaron muestras de un paciente VIH-14+ en tratamiento
antirretroviral sin efavirenz (EFV), el cual fue clasificado como un “neutralizante de
amplio espectro en base a los resultados de los ensayos de neutralizaci n durante la
etapa de cribado (screening), y confirmado posteriormente en ensayos de neutralizacion
empleando IgG purificada. También se obtuvo una muestra de suero a partir de un
paciente sano, no infectado. El EFV fue afadido a ambos tipos de sueros (infectado y
sin infectar) a una concentracion final de 5 ug/mL y se llevaron a incubacién por 2 horas
a 37° C. La fraccién de inmunoglobulina G fue purificada/dializada como ya se ha
descrito en el apartado 7.9 Purificacion de IgG. Las fracciones flow-through fueron
preservadas para ser incluidas en los andlisis. Todas las fracciones fueron preparadas
para llevar a cabo ensayos de neutralizacién, como se describe a continuacién: Las 1gGs
(purificadas/dializadas) fueron cuantificadas y diluidas para obtener una concentracién
final de 0.2 mg/mL (al entrar en contacto con el virus); las muestras de suero inactivado
por calor (56°C/30 min) y sus correspondientes fracciones flow-through fueron diluidas
para obtener diluciones finales de 1:200 (al entrar en contacto con el virus). Todas las
muestras (con y sin EFV) fueron divididas en dos alicuotas, una de las cuales fue
hervida a 100° C por 30 minutos. Todas las fracciones fueron subsiguientemente
evaluadas contra NL4-3, V1191 y el VSV-ENV-VIH-1 (arriba mencionado) en un

ensayo de neutralizacion.
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7.11 Analisis estadisticos

Las variables fueron expresadas como promedios y rangos, o como
proporciones segin el caso. La asociaciéon de los datos clinicos de cada paciente
respecto la amplitud de neutralizacion, fue evaluada empleando la prueba de suma de
rangos Wilcoxon. Ambas comparaciones fueron hechas tanto por paciente, tomando el
resultado de la muestra seleccionada, y por muestra, es decir, tomando todas las
muestras disponibles. Un andlisis estratificado mediante la presencia o ausencia de
terapia antirretroviral fue hecho mediante la evaluacion de la asociacién de los datos
clinicos, y la amplitud de la neutralizacién en los pacientes bajo terapia antirretroviral y
en aquellos sin tratamiento al momento de la toma de la muestra. La significancia
estadistica fue definida como un valor P de <0.05. Todos los andlisis estadisticos fueron
llevados a cabo usando el software informético SPSS (versién 16; SPSSInc., Chicago

IL).
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8. RESULTADOS

8.1 Definicion del panel de virus

En este estudio de busqueda de sueros neutralizantes, hemos usado un panel
de 6 RVs del VIH-1, con la glicoproteina de superficie proveniente de diferentes
subtipos y tropismos (tropismo entre paréntesis): VI191 subtipo A (RS5), 92BR025
subtipo C (RS), 92UG024 subtipo D (X4), AC10 subtipo B (R5), CM244 subtipo AE
(RS), y NL4-3 subtipo B (X4) (Tabla V). Estos RVs fueron usados en un ensayo de
neutralizacion de VIH-1, basado en el sistema de la linea celular TZM-bl. Este ensayo
de neutralizaciéon con RVs, ha sido previamente validado satisfactoriamente mediante
una comparacién con los actuales métodos estandarizados que emplean virus

pseudotipados (Fenyo et al., 2009; Garcia-Perez et al., 2007; Gonzalez et al., 2010).

Con el proposito de determinar si los RVs del panel representaban
adecuadamente la diversidad global del VIH-1, hemos llevado a cabo un andlisis
filogenético de los virus incluidos en nuestro panel, junto a un grupo de 135 secuencias
de referencia de diferentes subtipos de VIH-1, tomadas de la base de datos de Los
Alamos (http://hiv-web.lanl.gov). Andlisis filogenéticos de la region V3C3 (del
aminodcido 300 al 392, de acuerdo a la numeracién de HxB2), demostraron que la

diversidad de secuencia cubierta por los RVs del panel, es representativa de la
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diversidad de los aislados VIH-1, que circulan entre las diferentes poblaciones humanas

(Figura 4).

Tabla IV. Caracteristicas clinicas de los grupos de pacientes.

Pacientes sin

Caracteristica Total Pacientes en TARGA .
tratamiento

No. total (%) de pacientes 364 173 (47.5) 191 (52.5)*

No. (%) de pacientes por género

Masculino 299 (82.1) 145 (83.8) 154 (80.6)

Femenino 65 (17.9) 28 (16.2) 37 (19.4)
No. (%) de pacientes en:

TARGA incluyendo EFV 73 (42.2) 73 (42.2) 0(0)

TARGA no incluyendo EFV 100 (57.8) 100 (57.8) 0(0)

No. (%) de pacientes por grupo de riesgo

Usuario de drogas intravenosas 27 (7.4) 15(8.7) 12 (6.3)

Usuario de drogas intravenosas + HSH 8(2.2) 6 (3.5) 2(1.0)

Bisexual 4(1.1) 2(1.2) 2(1.0)

Contacto heterosexual 90 (24.7) 44 (24.4) 46 (24.1)

Hemofilico 2(0.5) 1 (0.6) 1(0.5)

HSM 213 (58.5) 96 (55.5) 117 (61.3)

Transfusién 2(0.5) 2(1.2) 0 (0.0)

Sin informacién de la ruta de contagio 18 (4.9) 7 (40.5) 11 (5.8)
Edad promedio en afios (rango) 42 (24 -178) 41.5 (24 -178) 40 (24 - 68)
Promedio del no. de copias de RNA/mL de plasma® (rango) <50 (<50 —222.117) <50 (<50 — 85,454) 10,241 (<50 — 222,117)
Promedio del no. de células CD4*/uL (rango) 663 (80 —2,154) 689 (80 — 1,916) 567 (184 —2,154)
Promedio del nimero de afios desde el diagnéstico® (rango) 9(0-24) 9(1-24) 5(0-24)
Promedio del nimero de afios en TARGA 6(0.1-17) 5(0.1-13) 0" (0 - 16)

a . . . . . . . oo ~
33 de los pacientes sin tratamiento han estado bajo tratamiento, pero todos ellos han estado sin tratamiento los dltimos 3 afios. Para
estos pacientes, el promedio del nimero de afios en tratamiento es de 8 afios con un rango de 3 a 16.

El limite de deteccién fue de 50 copias de RNA/mL. La viremia fue indetectable en 167 pacientes en tratamiento y en 6 pacientes
sin tratamiento.

Se conté con la fecha de diagndstico en 166 pacientes tratados y en 186 pacientes sin tratamiento.

También hemos evaluado el perfil general de resistencia/sensibilidad de
nuestro modelo de neutralizaciéon, mediante la evaluacion de la neutralizaciéon de
nuestros RVs, contra un grupo de bNAbs con capacidades neutralizantes ampliamente
estudiadas: b12, 2G12, 2F5, y 4E10 (Tabla V). Todos los virus de nuestro panel fueron
sensibles a 4E10. Todos los virus excepto 92BR025 fueron sensibles a 2F5, y todos los

virus excepto AC10 y CM244 fueron sensibles a b12 y 2G12.
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Tabla V. Perfiles de neutralizacion de los virus recombinantes incluidos en el panel.

Perfil de Neutralizacién

Virus Subtipo Tropismo (ICoo [mg/mL])
bl12 2G12 2F5 4E10
VI 191 A RS 0.2 5 1 0.4
NL 4-3 B X4 0.3 0.5 2 2.5
AC10 B RS >6.25 >12.5 2 0.4
92BR025 C RS 6 2 >12.5 7
92UG024 D X4 3 1 4 4
CM224 AE RS >6.25 >12.5 2 2

<~ @ NL43(B)

® acio(e) B

Figura 4. Arbol filogenético de la regién V3C3 del VIH-1, alineado mediante el m todo “neighbor-

joining ,

a partir de 135 secuencias de referencia, obtenidas de la base de datos de Los Alamos
http://www.hiv.lanl.gov). También se incluyen seis secuencias a partir de virus recombinantes

pertenecientes a varios subtipos (subtipo entre paréntesis): VI191 (A), 92BR025 (C), 92UG024 (D), AC10
(B), CM244 (AE), y NL 4-3 (B). Los circulos negros indican los virus incluidos en el panel. La barra de
escala representa un 10% de distancia genética respecto a la secuencia nucleotidica.


http://www.hiv.lanl.gov/
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8.2 Cribado inicial en la basqueda de sueros polireactivos

Una vez establecido el panel de RVs, iniciamos la bisqueda de sueros con
actividad neutralizante de amplio espectro. Nuestro grupo de muestras incluyé 508
sueros tomados a partir de 364 individuos VIH-1"; se analiz6 el suero de una sola toma
en 235 individuos; para los 129 individuos restantes, se analizaron sueros de entre 2 y 4
muestras tomadas en diferentes puntos en el tiempo. Para aquellos pacientes con mds de
una muestra analizada, los periodos de tiempo entre una toma y otra, abarcaron entre 2
meses y hasta 8 afios de separacion. Cada combinacién compuesta por una muestra de
suero mds un tipo de virus, fue analizada por triplicado a dos diluciones (1:200 y
1:2,000). Estas diluciones fueron elegidas con el propdsito de minimizar el efecto
inhibitorio de los antirretrovirales presentes en una parte de las muestras (Burrer et al.,

2006; Dreyer et al., 1999).

Tabla VI. Resultados de los ensayos de neutralizacion para suero e IgG purificada

No. de muestras de suero

No. de muestras de X R
ampliamente neutralizantes/no.

No. total (%) de No. de muestras de suero (%) con un IDs, de: Iggi)lﬁf;g{dad(c%) total evaluado (%),
Grupo de pacientes muestra de suero 05 considerando™:
(n=508)
502 <02 Todas las Una muestra
>2,000 <2,000 y > 200 <200 m /]'“L m /]'“L muestras por paciente
¢ ¢ (n=508) (n=364)
[ 240 8 8/248 7/191
Pacientes sin tratamiento 248 (42.8) 0(0) 12 (4.8) 236 (95.1) (96.8) (32) (.2) 3.7
Pacientes en TARGA: 6/260 (2.3) 3/173 (1.7)
106 5
EFV 111 (21.9) 79 (71.2) 29 (29.1) 3(1.2) (95.5) “5)
. 148 1
Sin EFV 149 (29.3) 0(0) 427 145 (97.3) 99.3) 07

a . . . < :
Una muestra de suero es considerada ampliamente neutralizante cuando, a una concentracién de 0.2 mg/mL de su correspondiente
fraccion IgG, logra neutralizar a todos los virus del panel a un 50%, sin neutralizacion significativa en el control VIV-VIH-1-ENV.

La tabla 6 resume los resultados de los ensayos de neutralizacion para las
508 muestras de suero. Un total de 4.8% de las muestras tomadas de pacientes sin tratar

(12 de 248), alcanzaron el 50% de neutralizacion de los 6 virus recombinantes del panel,
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a una dilucién de 1:200. Empleando estos sueros, se hicieron curvas completas de
neutralizacion a partir de las cuales, se calcularon las diluciones reciprocas del suero que

reducen la infectividad en un 50% (IDsps) (Tabla VII).

Tabla VII. Datos de la neutralizaciéon (IDsps) de pacientes sin tratamiento, capaces de
neutralizar a todos los virus del panel®

=RV Ac10 | 92BRO25 | 92UG024

aciente

528-010 500

734-000 250 600 400
521-005 250 400 200 1000 2500
600-003 200 600 200 1000 600
363-014 600 700 200 500 700
642-007 700 600 600 1000 700
308-040* 250 350 350 250 300

a * para el paciente 308, los valores de IDs fueron calculados a partir de la segunda muestra colectada, esto debido a la limitada
cantidad de suero disponible de la primera toma. Los nimeros indican la IDsy. El cuadro amarillo indica una IDs, de >200 pero
<1,000, el cuadro naranja indica una IDs, de >1,000 pero <2,000, y el cuadro rojo indica una IDsy >2,000.

Para pacientes en los cuales se analizaron muestras tomadas en varios puntos
en el tiempo, las curvas de neutralizacion fueron hechas solo a partir de la primera toma.
La actividad neutralizante mas notable detectada en este estudio fue observada en los
pacientes con tratamiento antirretroviral, en los cuales, 112 muestras de suero (43.1%)
alcanzaron el 50% de neutralizacion de todos los virus del panel (33 a una dilucion
1:200 y 79 a una dilucion 1:2,000). Un andlisis detallado de estas muestras y sus
correspondientes regimenes de tratamiento revelaron una fuerte correlacion entre los
pacientes tratados con el antirretroviral efavirenz (EFV) y la inhibicion viral. De hecho,
el 97.3% (108 de 111) de las muestras de sueros a partir de pacientes que incluian EFV
en su tratamiento, fueron capaces de neutralizar todos los virus del panel (29 a una

dilucién de 1:200 y 79 a una dilucién de 1:2,000). Estos resultados nos condujeron a
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cuestionar una posible actividad inhibitoria atribuible a niveles residuales del

antirretroviral en el suero.

8.3 Purificacion de IgG a partir de sueros conteniendo efavirenz

Considerando la fuerte asociaciéon observada entre los tratamientos
conteniendo EFV y la inhibicién viral, llevamos a cabo ensayos in vitro para evaluar la
eficiencia de nuestro sistema de purificacion de IgG, respecto a la remocién de trazas de
EFV, y para excluir el efecto del farmaco. En estos ensayos, se afiadié EFV (5 ug/mL) a
una muestra de suero VIH-1" y a una muestra de suero negativa para VIH-1 (VIH). La
concentracion de Sug/mL fue elegida por ser mds alta que la concentracién mas alta
previamente publicada en pacientes tratados con EFV (Mallon et al., 2003; Marzolini et
al., 2001). Subsiguientemente, los sueros formulados artificialmente con EFV (y los
correspondientes controles sin antirretroviral), fueron incubados a 37° C con el propdsito
de facilitar la asociacién de EFV con las proteinas del suero y a la vez, para estandarizar
estos ensayos con el resto llevados a cabo durante la fase de screening. Después de 2 h
de incubaciéon a 37° C, la fraccién de IgG fue purificada y extensamente dializada
mediante una membrana de tamafio maximo de poro de 50-kDa. Las actividades
inhibitorias de cada muestra de suero antes y después de la adiciéon de EFV, de la IgG
purificada, y de la fraccidn residual de la purificacion (flow-through), fueron analizadas
mediante un ensayo de neutralizacién, tal como se ha descrito previamente. Cada
fraccion fue evaluada contra dos virus del panel (VI191 y NL4-3). El VSV-ENV-VIH-1

fue incluido en los ensayos de neutralizacién como un control de actividad neutralizante
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no especifica. Los resultados se muestran en la Tabla VIII. Tanto el suero VIH-1" como
el VIH', fueron capaces de inhibir la replicaciéon de NL4-3, VI191, y VSV-ENV-VIH-1
después de la adicion de EFV. El andlisis de la fraccion purificada de IgG no demostré
inhibicion atribuible al firmaco. Ademds, las fracciones residuales de purificacion de
IgG a partir de muestras a las que se les habia afiadido EFV, mostraron una fuerte

inhibicidn de los tres virus.

Tabla VIII. Evaluacién del método de purificaciéon empleado para aislar la fracciéon
IgG a partir de los sueros que contienen EFV*

Neutralizacion con suero (1:200) Neutralizacion con IgG (0.2 mg/mL) Neutralizacién con flowthrough (1:5)

VSV NLA4-3 VI 191 VSV NLA4-3 VI 191 VSV NILA4-3 VI 191

VIH-1 (+) 75.842.1 48.4+2.6 67.1+2.2 49.1113 | 90.8+5.1 452157 | 71.8+10.9
VIH-1 (+) + EFV 69.8+11.6 30.6+1.4

VIH-1 (-) 69.6+3.6 | 78.0£19.8 | 91.8+189 | 84.4%6.9 68.4+11.4 82.542.7 62.8+0.3 58.6+1.7 55.6+11.9
VIH-1 (-) + EFV 75.845.2 64.9+9.7 72.6+8.6

VIH-1(+) inactivado a 100° C 734x138 | 502435 | 33.9+122 | 103.7211.1 91.8+9.0 138.6+11.0 | 98.4+59 | 109.3+37.9 | 100.8+28.2
VIH-1(+) inactivado a 100° C+EFV 104.6£6.5 | 113.0£11.2 | 153.126.9

VIH-1(-) inactivado a 100° C 101.8435 | 70.8+4.1 | 120834 | 91.847.1 84.9+6.7 1248419 | 91.3+384 | 413203 51.5+15.4
VIH-1(-) inactivado a 100° C+EFV 103.1£10.2 | 883x142 | 132.5+17.4

a Las cifras indican el porcentaje de la actividad de la luciferasa (cuentas por segundo + la desviacién estdndar). El cuadro blanco
indica >50% de actividad de luciferasa, el cuadro amarillo indica <50% de actividad de luciferasa pero >30%, y el cuadro rojo indica
<10% de actividad de luciferasa.

Previamente se ha comprobado que la actividad inhibitoria de EFV en suero,
es altamente resistente a la inactivacidon por temperatura (Burrer et al., 2006), més ain
cuando se compara con la actividad inhibitoria mediada por proteina. Con el propdsito
de determinar el efecto de EFV, en ausencia de la actividad mediada por IgG, llevamos
a cabo un ensayo donde sometimos nuestros sueros formulados, a un proceso de
inactivacion proteica de 100° C por 30 min. Después de la inactivacion, se probd la
actividad neutralizante de cada formulado en ensayos de neutralizacién empleando los
virus NL4-3, VI191 y VSV-ENV-VIH-1. El andlisis de los datos obtenidos revel6 que

todas las fracciones conteniendo EFV, retuvieron la actividad neutralizante aun después
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de la inactivacion por calor. También se observdé que no hubo efecto atribuible al

farmaco en las fracciones que contenian tnicamente IgG purificada (Tabla VIII).

8.4 Confirmacion de que hay actividad neutralizante de amplio espectro
atribuible a la fraccion IgG del suero

Con el propésito de identificar la actividad neutralizante de amplio espectro
asociada a la fraccion IgG, aislamos la fraccion IgG de los sueros que alcanzaron un
50% de neutralizacion, en los 6 virus recombinantes a una dilucion de suero de 1:200
(suero a partir de pacientes sin tratamiento y pacientes tratados con antirretrovirales pero
sin EFV), y a una dilucién de 1:2,000 (pacientes en tratamiento que incluye EFV). Las
IgGs purificadas fueron evaluadas contra los 6 virus recombinantes y contra VSV-ENV-
VIH-1 como control. Mediante este anélisis, fuimos capaces de identificar 14 fracciones
de IgG purificadas a partir de 12 pacientes que fueron capaces de alcanzar un 50% de
neutralizacién contra todos los virus del panel, a una concentracion de 0.2 mg/mL,
correspondiente a un rango de dilucién de entre 1:40 y 1:80, dependiendo de la muestra
de suero (tabla VI). Dos pacientes (521 y 308) mostraron una buena respuesta
neutralizante en muestras de suero tomadas a distintos tiempos. Los resultados para

estas IgGs se muestran en la Tabla IX.
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Tabla IX. Resultados de los ensayos de neutralizacién, empleando la fraccion IgG
purificada (0.2 mg/mL), a partir de pacientes capaces de neutralizar todos los virus del
panel”

VI 191 (A) NL4-3 (B) AC10 B) | 92BR025 (C) | 90UG024 D) | CM244 (E) VSV
528-010 49.1%11.3 | 134427 | 13.8%1.1 67.12.2
734-000 17.943.7 | 28.0+51 | 21.449.6 38.943.9 58.742.6
521-005 26.347.1 27.12.7 30.8+4.7 23.3+2.9 16.6+1.0 70.0+2.4
600-003 28.6+3.5 44.2+8.2 13.1+5.0 42.5+21.9 22.9+0.8 54.146.6
363-014 267144 15.9+3.7 14.8+0.4 35.5¢18.4 24.4+2.5 50.543.3
541-011 34.9+4.0 40.6+6.0 26.3+1.8 46.4+2.7 48.5+2.7 62.6+4.8
181-036 40.6+10.2 46.6+1.3 26.2+105 43.5+18.6 27.6+3.3 94.2+14.2
488-013 16.9+1.9 48.7+9.9 13.932.3 36.7+18.1 46.942.6 77.9+4.4
642-007 27.8£9.8 16.7+2.7 27.7+7.5 44.6+7.4 26.9+3.5 96.5+2.2
308-031 17.551.4 20.843.6 33.0+6.2 85.7+4.5
331-030 324424 25.0+6.6 14.7+2.6 38.543.7 42.845.9 63.729.1
634-005 44.2+6.0 45.1£12.0 42.49.2 49.5+11.4 23.8+1.9 103.1+5.9

a . A . .. s s iz 2
Las cifras indican el porcentaje de la actividad de la luciferasa (cuentas por segundo + la desviacién estandar). El cuadro blanco
indica >50% de actividad de luciferasa, el cuadro amarillo indica <50% de actividad de luciferasa pero >30%, y el cuadro rojo indica
<10% de actividad de luciferasa. Para los pacientes 521 y 308, se muestran solo los datos de la primera toma de muestra.

Con el proposito de descartar el efecto de unas posibles trazas de EFV
contenidas en el suero, sometimos a todas las fracciones de IgG a un proceso de
nactivacion por calor (100° C/30 min), y las evaluamos contra dos de los virus del panel
(NL4-3 y VI191). No se observo actividad neutralizante después de la inactivaciéon por
calor (datos no mostrados). Estos resultaos indican que la neutralizacién observada en la
fraccion purificada de IgG, a partir de sueros de pacientes tratados con EFV, no fue

atribuible a la presencia de trazas de EFV.

Hemos encontrado actividad neutralizante en los dos grupos de pacientes:
pacientes sin tratamiento y pacientes bajo tratamiento antirretroviral. El porcentaje de
actividad neutralizante de amplio espectro en pacientes sin tratamiento fue del 3.7% (7
de 191). El porcentaje de actividad neutralizante de amplio espectro en pacientes con
tratamiento fue similar: 1.7% (3 de 174; P = 0.34). En este andlisis, hemos incluido
datos obtenidos solo a partir de la primera toma de muestra para pacientes con més de

una toma (n = 364). Porcentajes similares fueron obtenidos cuando se consideraron
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todas las muestras de suero (n = 508), con porcentajes de neutralizaciéon de amplio
espectro de 2.3% (6 de 260) en suero de pacientes tratados, y 3.2% (8 de 248) en

pacientes sin tratamiento (P = 0.59). Los resultados se muestran en la Tabla VL.

8.5 Estabilidad de la respuesta neutralizante de amplio espectro asociada a
IgG

Se analizaron todos los sueros de 7 pacientes con mds de una muestra. En
estos pacientes, las muestras fueron tomadas a diferentes tiempos en periodos que
abarcan desde 2 meses hasta 4 afios. La estabilidad en la respuesta neutralizante para
estos pacientes se muestra en la Tabla X. Dos de estos pacientes (488 y 331),
desarrollaron la actividad neutralizante durante el curso del estudio. En contraste, los
pacientes 363, 181, y 634, tuvieron una buena actividad neutralizante en la primera
muestra pero no mostraron mds actividad a partir de la segunda. Dos de los pacientes
(521 y 308) mostraron una buena actividad neutralizante que se mantuvo estable durante
el curso del estudio. Resulto especialmente significativo el caso del paciente 308, quien

mostrd una buena y estable respuesta neutralizante durante un periodo de 4 afios.



81

Tabla X. Caracteristicas clinicas de los pacientes que mostraron actividad neutralizante
de amplio espectro, asociada a IgG, en una o mas muestras tomadas a distintos tiempos.

Paciente

528
734
521

600
363

541

181

488

642
308

634

Meses
Muestra de
estudio
010 0
000 0
005 0
006 15
003 0
014 0
015 12
011 0
036 0
012 0
013 17
007 0
031 0
040 35
041 49
029 0
030 2
005 0
006 4

bNAb
(IgG)*

+ + o+ o+ o+t

+ 1

+ o+ o+ o+

CD4*
(células/mL)

750

437

344
295

272

448
530

80

75

686

587

CDg*
(células/mL)

1,024
942
2,163
2,240
1,366
664

987
576

857

998
1,042

799
2,435
2,304
1,698

770

1,101

1,291

1,522

Carga
viral®

26,000

<50

975
<50

89,356

9,003

19,005
49

85,454

509

<50

Pico de
carga
viral
104,000
1,422
1000,000
1000,000
297,000
7,367

7,950
78,339

39,947

3,038
5,188

107,300
12,069
19,005
27,462

460,000

85,454

134,500

134,500

CD4 nadir
(células/mL)

266

334
291

272

448
410

80

75

378

378

Efavirenz + emtricitabina +
tenofovir
Efavirenz + emtricitabina +
tenofovir

Efavirenz + emtricitabina +
tenofovir

Efavirenz + emtricitabina +
tenofovir

Zidovudina + lopinavir +
ritonavir +emtricitabina +
tenofovir

Zidovudina + lopinavir +
ritonavir + emtricitabina +
tenofovir

Efavirenz + emtricitabina _
tenofovir

Efavirenz + emtricitabina +
tenofovir

a

+, La fraccién IgG correspondiente neutraliza a todos los virus del panel a un 50%, sin neutralizacién significativa del control
VSV-ENV-VIH-1, cuando se usa una concentraciéon de 0.2 mg/mL; —, la correspondiente fraccién de IgG, no neutraliza todos los
virus del panel a un 50%.

El limite de deteccién fue de 50 copias/mL.

8.6 La induccion de la actividad neutralizante no se correlaciona con la
carga viral cuando los pacientes en tratamiento antirretroviral son
incluidos en el estudio

Los datos clinicos y demogréficos de todos los pacientes, fueron

comparados con respecto a la presencia de actividad neutralizante de amplio espectro.

En la Tabla X, se muestra informacién clinica correspondiente a 12 pacientes que

mostraron neutralizacién de amplio espectro mediada por IgG, en una o mas de una

muestra tomadas a distintos tiempos. Para este andlisis nosotros hemos considerado la

muestra de suero como ampliamente neutralizante, cuando su correspondiente fraccion

de IgG neutraliza al 50% a todos los virus del panel, y verificando que no se neutralice
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al control VSV-ENV-VIH-1, a una concentracién de 0.2 mg/mL. Las asociaciones entre
amplitud de neutralizacién y las covariantes clinicas fueron evaluadas mediante el uso
de métodos no paramétricos (prueba de suma de rangos Wilcoxon). En nuestro panel de
sueros, no se encontrd asociacién entre la carga viral y la amplitud de neutralizacion.
Tampoco encontramos asociacion entre la amplitud de neutralizacion y las cuentas de
CD8", nimero de afios bajo tratamiento, nimero de afios desde el diagnéstico, grupo de
riesgo, género, o edad. También hicimos el mismo andlisis considerando Unicamente
una muestra por paciente (n = 364). En este otro andlisis (incluyendo los dos grupos de
paciente), tampoco encontramos asociacion alguna entre la amplitud de respuesta y las
cuentas de células T CD4", cuentas de CD8", niimero de afios bajo tratamiento, nimero

de afios desde el diagnéstico, grupo de riesgo, género, o edad.
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9. DISCUSION

La induccién de anticuerpos neutralizantes de amplio espectro, €s un punto critico en
el camino hacia el desarrollo de una vacuna contra el VIH. Nuestro trabajo muestra los
resultados de buisqueda de anticuerpos neutralizantes de amplio espectro, llevada a cabo
por primera vez a gran escala, empleando pacientes bajo tratamiento antirretroviral.
Antes de la era de la TARGA, fue ampliamente publicado que la infeccion por VIH
conduce a una extensa serie de defectos en el sistema inmune humoral (Ammann et al.,
1984; Carbone et al., 1985; Kekow et al., 1986; Lane et al., 1983; Overton et al., 2005).
Ya durante la era de la TARGA, se pudo demostrar que la mayoria de los defectos
sufridos por las células B, pueden ser revertidos gracias al tratamiento (Cagigi et al.,
2008; Deeks et al., 2006; Moir and Fauci, 2009; Morris et al., 1998). En el presente
estudio, hemos demostrado pacientes en tratamiento antirretroviral son capaces de
inducir respuesta de bNAbs contra VIH-1, a pesar de mantener niveles indetectables de
carga viral en suero. En el presente estudio, un grupo de secuencias que codifican para
las glicoproteinas de superficie del VIH-1 fueron filogenéticamente analizadas, y 6 de
dichas secuencias a partir de 5 diferentes subtipos fueron seleccionadas para generar un
panel de virus recombinantes. Los andlisis filogenéticos demostraron que este grupo de
secuencias conforman una buena representacion de la variaciéon global del VIH-I,
incluyendo una diversidad similar comparada con paneles utilizados en otros estudios

(Doria-Rose et al., 2009; Euler et al., 2010; Simek et al., 2009). Diferentes grupos de
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investigacion han evaluado la actividad neutralizante en muestras de plasma o suero a
partir de grupos grandes de individuos, siempre frente a paneles compuestos de virus de
diferentes subtipos para verificar la reactividad cruzada. Estudios han demostrado que
paneles compuestos por incluso 5 distintos subtipos, pueden proveer de la misma
informacion que se obtiene utilizando paneles compuestos de muchos subtipos (Doria-

Rose et al., 2009; Euler et al., 2010; Simek et al., 2009).

En nuestro estudio, la prevalencia de pacientes con bNAbs fue mds baja comparada
a lo observado en estudios previos. Un total de 2.7% de los pacientes mostraron
actividad neutralizante mediada por IgG contra los 5 diferentes subtipos representados
en el panel de 6 virus recombinantes. Las diferencias de prevalencia de reactividad
cruzada observada en nuestro estudio, comparado a estudios previos, son probablemente
debidas al uso de un criterio de seleccién mads estricto. Todos los estudios anteriores han
empleado un criterio de seleccidon basado en la obtencién de una IDsg de > 100, y se han
considerado como sueros ampliamente neutralizantes a aquellos que logran una
neutralizacion a partir de 2, 3, 4, 6 5 diferentes subtipos, dependiendo del estudio. En
este estudio, el pardmetro inicial de seleccién tanto para pacientes sin tratamiento como
para aquellos tratados pero sin EFV, fue mds alto que cualquiera empleado
anteriormente (IDsp > 200). Para los pacientes en tratamiento incluyendo EFV, el
criterio de seleccion fue aun mas restrictivo (IDsy > 2,000) debido a la inhibicién no

especifica observada en las muestras de suero de esos pacientes.
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Para las muestras de IgG purificadas a partir de los sueros seleccionados, nosotros
definimos un criterio de seleccion de 1Csp < 0.2 mg/mL de IgG purificada. Un reducido
nimero de pacientes con actividad neutralizante de amplio espectro, ha sido
previamente descrito. Sin embargo, la mayoria de pacientes LTNP muestran una
respuesta inmune humoral pobre (Humbert et al., 2007; Wang et al., 2008). Varios
estudios han comparado la induccién de bNAbs entre LTNPs y pacientes progresores
con niveles detectables de viremia (Bailey et al., 2006c; Doria-Rose et al., 2009; Doria-
Rose et al., 2010; Lambotte et al., 2009; Mahalanabis et al., 2009; Pereyra et al., 2008).
Entre los pacientes progresores, se han encontrado individuos con potentes respuestas
neutralizantes, en contraste con lo observado en pacientes LTNP. Esta ineficiente
respuesta neutralizante ha sido atribuida a los bajos niveles de estimulacion antigénica.
De hecho, varios estudios han mostrado una correlacién positiva entre la carga viral en
plasma y los titulos de anticuerpos neutralizantes contra virus heterélogos (De et al.,
2004; Doria-Rose et al., 2010; Piantadosi et al., 2009; Sather et al., 2009), sugiriendo

que el desarrollo de esos anticuerpos fue en consecuencia de la replicacién viral.

En el presente estudio, hemos examinado la amplitud de neutralizacién en un
extenso grupo de pacientes, incluyendo pacientes en TARGA con niveles indetectables
de viremia estables. Sorprendentemente, hemos encontrado un porcentaje similar
respecto a amplitud de respuesta, en suero de pacientes en tratamiento con cargas virales
por debajo de las 50 copias de RNA por mL de plasma (1.7%) y pacientes sin
tratamiento con niveles detectables de viremia (3.7%). Estos resultados indican que los

niveles de antigeno requeridos para el desarrollo de bNAbs en pacientes tratados, bajo
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ciertas condiciones pueden ser muy bajos, incluso por debajo del limite de las pruebas

rutinarias de deteccion.

Nosotros hemos probado por primera vez que ciertos pacientes, aun bajo
tratamiento, son capaces de generar bNAbs. Nuestros resultados contrastan directamente
con la informacidén de otros grupos, obtenida a partir de grupos pequeiios de individuos
compuestos por pacientes en TARGA y también pacientes clasificados como LTNP. En
esos estudios, la pobre respuesta neutralizante en esos grupos de pacientes habia sido
atribuida a los bajos niveles de replicacion viral. Nuestros resultados complementan los
encontrados por otros grupos que anteriormente habian propuesto que la induccién de
respuestas fuertes de NAbs durante una infeccion primaria por VIH-1 deberia requerir,
en principio, un estrecho contacto con el virus, seguido de la supresion de la replicacion
de los virus mediante TARGA para permitir la recuperacion de la competencia
inmunolégica y finalmente, nuevas exposiciones a glicoproteinas de superficie nativa
(Binley et al., 2000; Joos et al., 2005; Kimura et al., 2002). Sin embargo, aun hacen falta
mds pruebas para confirmar lo anterior. En nuestro trabajo, hicimos un estudio
longitudinal donde el suero de dos pacientes fue analizado antes y después del inicio del
tratamiento. El paciente 308 tenia bNAbs antes de iniciar el tratamiento, al contrario del
paciente 488. Los datos de este estudio longitudinal no son aun lo suficientemente
completos como para confirmar o descartar completamente, la hipdtesis propuesta por
los mencionados grupos. Sin embargo, la informacién provista resulta de gran utilidad y

un estudio respecto del estatus de células B, podria proporcionar respuestas definitivas.
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Existe muy poca informacion respecto al estatus de células B en pacientes con
cargas virales indetectables. Titanji et al. (Titanji et al., 2006), investigaron la memoria
seroldgica hacia antigenos no relacionados con VIH-1, en diferentes grupos de pacientes
infectados por VIH-1. Ellos encontraron que mientras los pacientes progresores
reflejaron defectos severos respecto a la memoria seroldgica, los pacientes LTNP
mantuvieron frecuencias de células B y niveles de anticuerpos especificos comparables
a los del grupo control de individuos no infectados. De acuerdo a este estudio, los
LTNPs no mostraron defectos en las células B, los cuales pudieran explicar la deficiente
respuesta humoral contra el VIH-1. Otra posible explicacién para las diferencias en la
inducciéon de bNAbs entre pacientes con tratamiento y los LTNPs, seria que los niveles
de replicacién viral fuesen mds altos en pacientes tratados en comparacién con los
LTNPs, aun cuando ambos grupos de pacientes mantienen cargas virales por debajo del
limite de deteccion (Perelson et al., 1997). De hecho, la presencia de bajos niveles de
viremia detectable mediante ensayos mds sensibles (Dornadula et al., 1999; Furtado et
al., 1999; Havlir et al., 2003; Maldarelli et al., 2007; Palmer et al., 2008; Pereyra et al.,
2008) ha sido constantemente demostrada en la mayoria de pacientes en TARGA, sin
embargo, el lugar donde se originan de estos virus permanece sin identificar. Si bien es
verdad, los pacientes en TARGA, por lo general, mantienen altos niveles de viremia
previo a la iniciacién del tratamiento, lo cual contribuye al establecimiento de
reservorios celulares. Los bajos niveles de viremia deben surgir a partir de la expresion
viral en los reservorios celulares establecidos previo al inicio de la TARGA (Bailey et
al., 2006b; Havlir et al., 2001; Havlir et al., 2003; Hermankova et al., 2001; Kieffer et

al., 2004; Nettles et al., 2005; Palmer et al., 2008; Persaud et al., 2004; Tobin et al.,
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2005) o a partir de bajos niveles de ciclos completos de replicacion viral (Cohen Stuart

et al., 2001; Coiras et al., 2009; Tobin et al., 2005).

La observacion de que las glicoproteinas de superficie del VIH-I,
predominantemente inducen anticuerpos en plasma dependientes de células B de
memoria de vida corta (Bonsignori et al., 2009), refuerza la idea de que bajos niveles de
viremia podrian ser requeridos para la induccion de bNAbs en pacientes tratados. La
continua replicacién viral durante largos periodos de supresion viral mediante la
TARGA, estd respaldada por hallazgos de evolucién en la secuencia con la aparicién de
nuevas variantes resistentes a los farmacos en un subgrupo de pacientes durante la
aplicacion, aparentemente exitosa de la TARGA (Cohen Stuart et al., 2001; Tobin et al.,
2005), asi como también se refleja con la disminucién de la viremia en plasma cuando

se intensifica el tratamiento (Havlir et al., 2003).

En contraste, poco se sabe acerca de la replicacién viral en LTNPs con niveles de
viremia por debajo de las 50 copias/mL. Varios estudios sugieren que la infeccién con
virus que presentan defectos en la replicacion, explican la ausencia de virus circulante
detectable en algunos LTNPs (Candotti et al., 1999; Kloosterboer et al., 2005; Learmont
et al., 1999; Lum et al., 2003; Wang et al., 2003). Estos pacientes podrian tener una
ineficiente estimulacién de sus células B, causada por la misma replicacién viral
deficiente. Sin embargo, esto no explica la baja respuesta neutralizante en LTNPs
infectados por virus que no presentan defectos de replicacion, en quienes el control de la

replicaciéon es atribuido a mecanismos genéticos o inmunoldgicos particulares del
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hospedador (Bailey et al., 2006c; Cao et al., 1995; Hunt et al., 2008; Lambotte et al.,
2005; Migueles et al., 2000; Migueles et al., 2002). En este estudio hemos identificado
dos pacientes con respuestas neutralizantes de amplio espectro, las cuales han sido
mantenidas de forma estable por periodos de hasta 4 afios. La identificacién y andlisis
detallado de estos pacientes podria proveer de valiosa informacién para mejorar nuestros

conocimientos respecto a como inducir una respuesta humoral efectiva y estable.

En contraste con estudios previos (Piantadosi et al., 2009; Sather et al., 2009),
nosotros no hemos observado una correlacién entre la amplitud de respuesta
neutralizante y la carga viral. Trabajos anteriores que correlacionaron la carga viral y la
amplitud de respuesta neutralizante, sugerian que una vacuna necesitaria proveer de
antigenos virales por largos periodos de tiempo para permitir la maduracién de los
anticuerpos y en consecuencia, el desarrollo de respuestas neutralizantes de amplio
espectro. Esta sugerencia fue reforzada por la observaciéon de que los bNAbs contra
VIH-1, a menudo muestran significativos grados de maduracién de la afinidad (Pancera
et al., 2010; Scheid et al., 2009). Més investigaciOn serd necesaria para esclarecer si tal

grado de maduracién requiere varios afios de exposicion a antigenos.

A la fecha, ningiin bNADb ha sido aislado a partir de pacientes en tratamiento. Por lo
tanto, el nivel de maduracién de esos anticuerpos es desconocido. Los resultados del
presente estudio sugieren que el requerimiento de altos niveles de replicacion viral, para
la induccién de bNAbs, podria ser solo necesario para el caso de individuos infectados

sin tratar, los cuales habrian de padecer de varias anormalidades en sus células B,
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causadas por la activacion celular del sistema inmune asociadas al virus. Por el
contrario, tales altos niveles de replicaciéon viral, no siempre serian necesarios para

individuos no infectados o en pacientes en TARGA (p. €j., en ensayos de vacunas).

En este estudio también hemos observado que las trazas de farmacos antivirales
presentes en el suero de pacientes tratados, mostraron un fuerte efecto inhibitorio en la
replicacién del virus. Especificamente, hemos observado tal efecto para el caso del
antirretroviral efavirenz. Con el propdsito de separar el efecto de las trazas de farmacos
antivirales o cualquier otro factor no especifico presente en el suero, respecto al efecto
inhibitorio mediado por IgGs, decidimos purificar la fraccién IgG a partir de todos los
sueros que mostraron una buena inhibicién viral y analizamos sus actividades
neutralizantes. Hemos sido capaces de confirmar la presencia de actividad neutralizante
asociada a IgG, en 5 muestras de suero procedentes de pacientes tratados con EFV.
También hemos sido capaces de descartar el efecto de las trazas de EFV en esas
muestras de IgG, después de observar que la actividad mediada por las IgGs, no ejercid
efecto alguno sobre el control de especificidad VSV-ENV-VIH-1 (Tabla VIII) y
también, después de observar que el efecto inhibitorio desaparecié después de la

inactivacién por calor (100° C/30 min).

La observacion acerca de qué factores solubles presentes en el suero, pueden tener
un efecto inhibitorio sobre el virus, sugiere que la evaluacién de la neutralizacién de
VIH-1, mediante muestras de suero o plasma, deben ser llevadas a cabo bajo ciertas

precauciones.
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10. CONCLUSIONES

La evaluacién de la respuesta de anticuerpos neutralizantes de amplio espectro
contra VIH-1, en pacientes bajo tratamiento antirretroviral con carga viral indetectable,
demostré que es posible una induccion de tales anticuerpos en este particular grupo de

pacientes aun cuando mantienen tasas indetectables de viremia.

Nuestros resultados contrastan directamente con lo que previamente se habia
publicado al respecto, sin embargo, nuestras observaciones fueron firmemente
sustentadas mediante un estricto ensayo de neutralizacion, el cual fue hecho a gran
escala, a diferencia de otros trabajos, y empleando un panel de virus recombinantes,

disefiado para representar la diversidad global del VIH-1.

Los hallazgos expuestos en este trabajo, indican que una replicacion viral residual,
en combinacion con unas mejoradas funciones de las células B en pacientes bajo
tratamiento, son dos factores determinantes para la induccién de respuestas de
anticuerpos neutralizantes de amplio espectro, similares a las respuestas inducidas en

pacientes no tratados, con cargas detectables de viremia.
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Several recent studies have identified HIV-infected patients able to produce a broad neutralizing response,
and the detailed analyses of their sera have provided valuable information to improve future vaccine design.
All these studies have excluded patients on antiretroviral treatment and with undetectable viral loads, who
have an improved B cell profile compared to untreated patients. To better understand the induction of
neutralizing antibodies in patients on antiretroviral treatment with undetectable viremia, we have screened 508
serum samples from 364 patients (173 treated and 191 untreated) for a broadly neutralizing antibody (bNAb)
response using a new strategy based on the use of recombinant viruses. Sera able to neutralize a minipanel of
6 recombinant viruses, including envelopes from 5 different subtypes, were found in both groups. After IgG
purification, we were able to confirm the presence of IgG-associated broadly neutralizing activity in 3.7% (7 of
191) of untreated patients with detectable viremia and 1.7% (3 of 174) of aviremic patients receiving antiret-
roviral treatment. We thus confirm the possibility of induction of a broad IgG-associated neutralizing response
in patients on antiretroviral treatment, despite having undetectable viremia. This observation is in stark
contrast to the data obtained from long-term nonprogressors, whose little neutralizing activity has been

attributed to the low levels of viral replication.

Induction of antibodies that neutralize a broad range of
human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) isolates is a
major goal in vaccine development. To date, the antibodies
elicited by vaccines have had weak activity against a limited
spectrum of HIV-1 strains (34, 55, 88). However, many HIV-
infected patients produce neutralizing antibodies (NADbs), and
a small fraction make extremely potent NAbs with broad cross-
reactivity (5, 6, 24, 62, 78, 80). Understanding how a broadly
reactive NAb response develops in some HIV-1-infected pa-
tients may provide important clues for vaccine design. The
clinical parameters associated with broadly reactive NAbs in
serum have been the subject of much recent interest (23, 35,
73, 78). A recent comparison of neutralization breadth with
clinical and demographic variables in a large cohort of un-
treated patients has revealed an association between viral load
(VL) and neutralization breadth (23). This observation sug-
gests that high levels of viremia increase the exposure to the
antigen and may be beneficial for the development of broad
NAbDs. This correlation has also been observed in some studies
with different patient cohorts (73, 78). Consistent with these
reports, several laboratories have shown that sera from long-
term nonprogressors (LTNPs) with <50 copies of HIV
RNA/ml plasma had little neutralizing activity. Compared to
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patients with higher levels of viremia, LTNPs made weak NAb
responses that had been attributed to a reduced antigenic
stimulation of B cells (3, 23, 23, 24, 46, 50, 71).

Little is known about the neutralizing activity induced in
patients on antiretroviral treatment (ART) with undetectable
viral loads. ART patients constitute an interesting group of
individuals with improved B cell function compared to un-
treated individuals who have higher levels of viremia. The
changes in the frequency of B cell subpopulations after the
administration of ART have already been characterized. Mod-
ifications in B cell counts after 12 months of ART have been
detected in a group of individuals with chronic HIV infection
(59). In these patients, ART leads to a significant increase in B
cell numbers and to a normalization of B cell subpopulations,
providing a possible explanation for improved B cell responses
to both T cell-independent and T cell-dependent immunogens
after ART (29, 44, 66). Remarkably, there is little information
about the humoral immune response against HIV in ART
patients. In these patients, most B cell defects associated with
HIV infection can be reversed by ART; however, it is generally
believed that the humoral immune response against HIV does
not improve due to the reduced antigenic stimulation. To date
there is no evidence supporting the induction of an NAb response
against HIV in ART patients. Several groups have recently
screened sera from cohorts of infected individuals to analyze the
neutralizing activity of large groups of patients. However, all the
studies had similar sample selection criteria and always excluded
patients on antiretroviral treatment (24, 28, 80).
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TABLE 1. Clinical characteristics of the patient groups

Characteristic Total ART patients Untreated patients
Total no. (%) of patients 364 173 (47.5) 191 (52.5)*
No. (%) of patients by gender
Male 299 (82.1) 145 (83.8) 154 (80.6)
Female 65 (17.9) 28 (16.2) 37(19.4)
No. (%) of patients on:
ART containing EFV 73 (42.2) 73 (42.2) 0(0)
ART containing no EFV 100 (57.8) 100 (57.8) 0(0)
No. (%) of patients by risk group
Injecting drug user 27(7.4) 15 (8.7) 12 (6.3)
Injecting drug user + homosexual 8(2.2) 6(3.5) 2(1.0)
Bisexual 4(1.1) 2(1.2) 2(1.0)
Heterosexual contact 90 (24.7) 44 (25.4) 46 (24.1)
Hemophiliac 2(0.5) 1(0.6) 1(0.5)
Homosexual 213 (58.5) 96 (55.5) 117 (61.3)
Transfusion 2(0.5) 2(1.2) 0(0.0)
Unknown 18 (4.9) 7 (40.5) 11 (5.8)
Median (range) age (yr) 42 (24-78) 41.5 (24-78) 40 (24-68)

Median (range) no. of viral RNA copies/ml plasma”
No. of CD4™ T cells/pl (median/range)

Median (range) no. of yr since diagnosis®

Median (range) no. of yr on ART

<50 (<50-222,117)
663 (80-2,154)
9 (0-24)
6(0.1-17)

<50 (<50-85,454)
689 (80-1,916)
9 (1-24)
5(0.1-13)

10,241 (<50-222,117)
567 (184-2,154)
5(0-24)
0 (0-16)

¢ Thirty-three of the untreated patients had a history of treatment, and all of them had been off ARVs for at least 3 years. For these patients, the median number

of years on ART is 8 and the range is 3 to 16.

® The limit of detection was 50 copies/ml. Viremia was undetectable in 167 ART patients and 6 untreated patients.
¢ The date of diagnosis was known in 166 ART patients and 186 untreated patients.

In the present study, we evaluated NAD breadth in a set of
508 serum samples from 364 HIV-1-infected individuals, in-
cluding 173 patients on antiretroviral treatment. We found a
significant broad IgG-associated neutralizing response in ART
patients with undetectable viremia. We hypothesize that, in
these patients, the lack of antigenic stimulation could have
been compensated for by an improved B cell function as a
result of the undetectable viremia in response to antiretroviral
treatment.

MATERIALS AND METHODS

Study participants and demographics. In order to better understand the
spectrum and breadth of neutralization against HIV-1 in ART patients, we
evaluated sera from a large cohort of HIV-infected patients. A total of 508
samples were collected from 364 HIV-infected individuals treated in Hospital
Clinic (Barcelona, Spain). Patients in the present study signed informed consent.
Overall, 82.1% of participants were male and 17.9% were female. Heterosexual
transmission was reported for 24.7% of the patients, while men who have sex
with men accounted for 58.5% of the study population. Intravenous drug use
accounted for 7.4% of patients, and other constituted 4.5% of the study popu-
lation and included transmission via blood transfusion or unknown transmission
route as self-reported. Data for transmission were not available for 4.9% of
samples. All the patients were presumed to be infected with clade B virus on the
basis of the locations of residency. Table 1 shows the demographic characteristics
of the patients: the median and range for each patient group for CD4* T cell
count, viral load, number of years since HIV diagnosis at the time of screening,
characteristics of ART, and number of years on ART. One hundred seventy-
three patients were on ART and had undetectable viremia (<50 copies/ml of
plasma) and a median CD4" T cell count of 689 cells/ul. One hundred ninety-
one patients were untreated at the time of sampling and had a median number
of viral RNA copies/ml in plasma of 10,241 and a median CD4™" T cell count of
567 cells/pl. The median numbers of years since diagnosis were 9 for ART
patients and 5 for untreated patients. The median numbers of years on ART
were 5 for ART patients and 0 for untreated patients (Table 1).

Generation of a minipanel of recombinant viruses. Full-length infectious mo-
lecular clones were constructed by replacing the env sequence of HIVy; 4.5 with
env sequences from divergent primary isolates to generate a minipanel of re-
combinant viruses (RVs). The virus strains for the minipanel were selected by the
V3C3 (spanning amino acids [aa] 300 to 392 of the gp120 glycoprotein, according
to HxB2 numbering) diversity among the env genes, as follows: nucleotide se-
quences from reference strains were downloaded from the Los Alamos database
(http://hiv-web.lanl.gov), and all positions with alignment gaps in at least one
sequence were excluded from further analysis; the number of different bases in
the pairwise comparisons and phylogenetic analysis was determined by MEGA
software; DNA distance matrices were calculated by the Kimura two-parameter
method; and a phylogenetic tree was constructed with distance matrices using the
neighbor-joining method; finally, the robustness of the tree was evaluated by
bootstrap analysis of 1,000 replicas. The selected strains provided by H. Holmes
(NIBSC, United Kingdom) through the NeutNet consortium (G. Scarlatti) (28)
were the following (clades are given in parentheses): VI191 (A), 92BR025 (C),
92UG024 (D), CM244 (E), and AC10 (B). RVs were obtained by removing the
Renilla luciferase gene and restoring the nef gene in a group of Renilla recom-
binant viruses (30). NL4-3 strain (clade B) was included in the minipanel as a
neutralization-sensitive control. An amphotropic vesicular stomatitis virus
(VSV) Env pseudotyped on an HIV-1 core was added to the panel as a specificity
control virus in IgG neutralization testing. DNA sequence analysis was per-
formed to verify the constructions.

Virus stocks were produced by transfecting the DNA constructions in
HEK293T cells using the calcium phosphate method according to the manufac-
turer’s recommended protocol (ProFection mammalian transfection system;
Promega, Madison, WI). Virus was quantified by determining the concentration
of p24 capsid in the supernatant by an antigen capture assay (Innogenetics,
Belgium). VSV pseudotyped virus stocks were produced by cotransfecting
HEK293T cells with two plasmids: pNL4-3AenvFL (65) and a second plasmid,
pVSV-G, that expresses the VSV glycoprotein, using the calcium phosphate
method mentioned above.

RVs carrying a Renilla luciferase gene in the position of nef were generated by
cloning the full-length envelope from HIV-infected patients in the pNL-lacZ/
Env-Ren vector as described previously (33). The envelopes of viral strains
NP1525 (E), SF162 (B) QH0692 (B), and MN (B) were amplified from culture
supernatants kindly provided by H. Holmes (NIBSC, United Kingdom) through
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the NeutNet consortium (G. Scarlatti) (28). Envelopes from strains P-1261
(CRF02_AG), 1608-8 (A1), X-845-4 (F1), X-1628-2 (G), X-2118-2 (C), 138.7
(CRF14BG), and 2105 (CRF14BG) from culture supernatants were kindly pro-
vided by Lucia Pérez Alvarez, Instituto de Salud Carlos 111, Spain. The clade B
envelopes of strains 7191, 8439, 37343, 39775, 11525, 14382, 16218, and 22652
were amplified from plasma samples from patients with early infection (kind gift
of Jose Maria Mir6, Hospital Clinic de Barcelona) and envelopes of strains 1.22,
2.15,3.18 3.25, and 2.9 from HIV-infected patients with an advanced stage of the
disease followed in our department. The BX08 envelope was obtained from a
patient with primary infection and has been previously described (61). The
resulting constructs were transfected into HEK293T cells to generate chimeric
recombinant viruses.

Infectivity assay. Viral infectivity was measured using TZM-bl indicator cells
(expressing CD4 receptor and CCR5/CXCR4 coreceptors with an integrated
long terminal repeat-Luc reporter system) (22, 74, 82, 89). Briefly, a 96-well plate
was set up, in triplicate, with three sets of 2-fold dilutions of the virus (40 ng to
0.156 ng) and three uninfected controls. To these wells, 10* TZM-bl cells were
added, and the plate was transferred to a humidified CO, incubator at 37°C.
After 72 h of incubation at 37°C, supernatants were removed and the cell-
associated luciferase activity for each well was determined on a microplate
luminometer (Turner Biosystems, Sunnyvale, CA) by using a luciferase assay kit
(Biotherma, Sweden).

Neutralization. Randomly selected serum samples were tested with the six
recombinant viruses from the minipanel using a luciferase reporter cell assay. To
perform neutralization assays, 96-well plates were set up as follows: to the first
three columns, 25 pl of medium (Dulbecco modified Eagle medium [DMEM],
10% fetal bovine serum [FBS]) was added; to each of the other columns (col-
umns 4 through 12), 25-ul aliquots of the corresponding serum dilution (1/200 or
1/2,000) in DMEM-10% FBS were added. All serum samples were heat inacti-
vated at 56°C for 30 min before use in neutralization assays. Each virus in a total
volume of 75 wl was then added to each well in columns 3 through 12. Virus-free
medium was added to columns 1 and 2 (mock infected). The amount of each
virus chosen was the lowest level of viral input sufficient to give a clear luciferase
signal within the linear range for each viral strain. The plate was incubated for 1 h
at 37°C. After incubation, 10* target cells (TZM-bl) in a volume of 100 pl were
added to each well. The plate was then placed into a humidified chamber within
a CO, incubator at 37°C. Luciferase activity was determined as mentioned above.
Neutralization activity for all samples was measured in triplicate and reported as
the percentage of luciferase activity * standard deviation.

Neutralization sensitivities of all recombinant viruses from the minipanel were
assessed against previously characterized monoclonal antibodies. Neutralization
assays were carried out as explained above with eight serial 4-fold dilutions of the
following monoclonal antibodies (MAbs): b12, 2G12, 2F5, and 4E10 (4, 8, 11, 12,
19, 27, 54, 75-77, 81, 85). For MAD neutralizing assay, the values are expressed
as the concentration of IgG that reduces infectivity by 50% (ICs).

For neutralization assays with Renilla RVs, viruses were preincubated with the
IgGs purified from sera at a concentration of 0.2 mg/ml for 1 h at 37°C. The
recombinant viruses previously neutralized with IgG were added in a volume of
50 pl/well to cultures of U87.CD4.CCRS5 or CXCR4 distributed in 96-well plates
(2 % 10* cells/well). Neutralization assays are run in triplicate. Luciferase activity
in cell lysates was assessed 48 h after infection using a 96-well plate luminometer
(Orion; Berthold). Luciferase activities in cell lysates infected with nonneutral-
ized viruses were considered 100%.

Purification of IgG. Immunoglobulin G was extracted from selected samples
using protein A affinity chromatography. Briefly, 100 wl of heat-inactivated
serum was mixed with 500 wl of sterile pH 7.4 phosphate-buffered saline and
purified by using a protein A spin purification kit (Pierce, Rockford, IL). Purified
IgG was further separated from smaller molecules by extensive dialysis with
50-kDa-cutoff membranes (Spectra/Por; Spectrum Medical Industries, Laguna
Hills, CA). The 50-kDa exclusion limit has been previously recommended to
eliminate traces of efavirenz (EFV) bound to plasma proteins (9, 10). The
immunoglobulin was quantified using a mini-Bradford assay read on a microplate
spectrophotometer (Tecan Trading AG, Switzerland). The flowthrough fraction,
considered IgG depleted, was further diluted to reproduce the 1:200 serum
dilution for neutralization testing. Two concentrations of purified IgG from
selected serum samples (0.2 and 0.05 mg/ml) and the corresponding flowthrough
fractions (1:200 dilution) were plated in triplicate in a 96-well plate and mixed
with all the viruses from the minipanel plus Env-pseudotyped VSV. Neutraliza-
tion assays were performed as mentioned above.

In vitro assay for detection of traces of EFV antiretroviral activity. We selected
serum samples from one HIV-infected patient who was on antiretroviral treat-
ment that does not include EFV and who has been classified as a broad neu-
tralizer in our screening and one HIV-negative serum sample from a healthy
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TABLE 2. Neutralization profiles of recombinant viruses used in
the screening panel

Neutralization profile
(ICso [mg/ml])

Virus Subtype Tropism
b12 2G12 2F5 4E10
VI191 A R5 0.2 5 1 0.4
NLA4-3 B X4 0.3 0.5 2 2.5
AC10 B R5 >6.25 >125 2 0.4
92BR025 C RS 6 2 >12.5 7
92UG024 D X4 3 1 4 4
CM224 AE R5 >6.25 >125 2 2

volunteer. EFV was added to both serum samples to a final concentration of 5
png/ml. EFV-containing sera (and the corresponding controls with no EFV) were
incubated at 37°C for 2 h. Immunoglobulin G fractions were purified/dialyzed as
mentioned above. The corresponding flowthrough fractions were preserved for
further analysis. All fractions were prepared for neutralizing assay as follows:
purified/dialyzed IgGs were quantified and diluted to obtain a 0.2-mg/ml con-
centration; serum samples and flowthrough fractions were diluted to obtain 1:200
dilutions. All samples (with and without EFV) were divided into two aliquots,
and one of them was boiled at 100°C for 30 min. All the fractions were subse-
quently tested against NL4-3, VI191, and pseudotyped VSV in a neutralization
assay as mentioned above.

Statistical analysis. Variables were expressed as the medians and ranges or as
proportions, as appropriate. The association of clinical data for all patients with
neutralization breadth was tested using the Wilcoxon rank-sum test. Both com-
parisons were done, by patient, taking the first isolate recovered, and by isolate,
taking all isolates available. A stratified analysis by the presence or absence of
ART was done by assessing the association of clinical data and neutralization
breadth in subjects under ART and in those untreated at the time of sampling.
Statistical significance was defined as a P value of <0.05. All statistical analyses
were carried out using the SPSS package (version 16; SPSS Inc., Chicago, IL).

RESULTS

Definition of screening panel. In this screening we used a
minipanel of six recombinant viruses with envelopes from dif-
ferent subtypes and tropisms: VI191 subtype A and RS,
92BR025 subtype C and RS, 92UG024 subtype D and X4,
ACI10 subtype B and RS, CM244 subtype AE and RS5, and
NLA4-3 subtype B and X4 (Table 2). These recombinant viruses
were used in a TZM-bl cell line-based HIV neutralization
assay. The RV neutralization assay has previously been vali-
dated by comparison with the current standardized pseudotype
assays, and a good agreement was found (30, 32, 33). In order
to determine whether the RVs in the panel adequately repre-
sented the global HIV-1 diversity, we have added the RVs in
the panel to the phylogenetic analysis of a large group of 135
reference sequences from the different HIV-1 subtypes taken
from the Los Alamos database (http://hiv-web.lanl.gov). Phy-
logenetic analysis of the V3C3 region (aa 300 to 392, according
to HxB2 numbering) of the recombinant viruses showed that
the sequence diversity covered by the RV in the minipanel was
a good representation of the diversity observed among circu-
lating HIV-1 isolates (Fig. 1). We have also determined the
overall resistance profile of the RVs in the panel measured
against a group of the currently identified broadly neutralizing
antibodies (bNAbs): b12, 2G12, 2F5, and 4E10 (Table 2). All
the viruses in the panel were sensitive to MAb 4E10. All the
viruses except 92BR025 were sensitive to 2F5, and all viruses
except AC10 and CM244 were sensitive to b12 and 2G12.
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FIG. 1. Phylogenetic tree of HIV-1 V3C3 eny region by the neigh-
bor-joining method of 135 reference sequences downloaded from the
Los Alamos database (http://www.hiv.lanl.gov) and the six recombi-
nant viruses from different subtypes: VI191 subtype A, 92BR025 sub-
type C, 92UG024 subtype D, AC10 subtype B, CM244 subtype AE,
and NL4-3 subtype B. Filled circles indicate the viruses included in the
screening panel. The scale bar represents 10% nucleotide genetic
distance.

Initial screen for broad cross-neutralizing sera. We next
sought to use the screening panel to survey a group of serum
samples for broadly neutralizing activity. Our panel included
508 samples taken from 364 HIV-1-seropositive (HIV™) indi-
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viduals; for 235 individuals, samples from one time point were
analyzed; for 129 individuals, samples from 2 to 4 time points
were analyzed. For patients with more than one sample ana-
lyzed, time points of sample collection were anywhere from 2
months to 8 years apart. Each virus-serum sample combination
was analyzed in triplicate at two dilutions (1/200 and 1/2,000).
These dilutions were selected in order to minimize the inhib-
itory effect of the antiretroviral present in sera (10, 26). Table
3 summarizes the neutralization results for the 508 serum sam-
ples. A total of 4.8% of the samples from untreated patients
(12 out of 248) achieved 50% neutralization of the 6 recom-
binant viruses from the panel at a =1/200 dilution. Complete
neutralization curves were done with these sera, and the re-
ciprocal dilutions of sera that reduce infectivity by 50% (IDss)
calculated from these curves are depicted in Table 4. In pa-
tients with samples from more than one time point analyzed,
neutralization curves were done only with the serum sample
from the first time point. The most notable neutralizing activity
detected in this survey was observed in ART patients, in which
112 serum samples (43.1%) achieved 50% neutralization of all
the viruses in the panel (33 at a =1/200 dilution and 79 at a
=1/2,000 dilution). A detailed analysis of these samples and
the corresponding treatment regimens revealed a strong cor-
relation between EFV-containing treatment and viral inhibi-
tion. In fact, 97.3% (108 out of 111) of the serum samples from
patients on EFV-containing treatment were able to neutralize
all the viruses from the panel (29 at a 1/200 dilution and 79 at
a 1/2,000 dilution). What is more, 71.2% (79 out of 111) of the
serum samples from patients on treatment containing EFV
achieved 50% neutralization at a =1/2,000 dilution. This in-
hibitory activity led us to question whether there was a signif-
icant inhibitory activity attributable to the residual antiviral
drug (EFV) in sera.

IgG purification from sera containing efavirenz. Consider-
ing the strong association observed between EFV-containing
treatment and viral inhibition, we performed some in vitro
assays to evaluate the efficiency of our IgG purification system
for removing EFV traces and to rule out the effect of the drug.
In these assays, EFV (5 pg/ml) was added to an HIV" serum
sample and an HIV-negative (HIV ™) serum sample. The con-
centration of 5 wg/ml was chosen for being higher than the
highest concentration previously reported for plasma samples
from EFV-treated patients (52, 53). Subsequently, EFV-con-

TABLE 3. Neutralization screening results for sera and purified IgG

No. (%) of serum samples

No. of broadly

o .
No. (%) of purified neutralizing serum

IgG samples with

with IDs, of: ICer of: samples/total no. tested
L Total no. (%) of serum S0 %) considering”:
Patient group samples (1 = 508) (%) g’
: One sample
>2,000  <2,000 and >200 <200 =02 <02 Allsamples o " tient
mg/ml mg/ml (n = 508) (n = 364)
Untreated patient 248 (42.8) 0(0) 12 (4.8) 236 (95.1) 240 (96.8) 8(3.2) 8/248(3.2) 7/191(3.7)
Patients with ART containing: 6/260 (2.3) 3/173 (1.7)
EFV 111 (21.9) 79 (71.2) 29 (26.1) 3(1.2) 106 (95.5) 5(45)
No EFV 149 (29.3) 0(0) 4(2.7) 145 (97.3) 148(99.3) 1(0.7)

“ A serum sample is a broad neutralizer when the corresponding IgG fraction neutralizes all the viruses in the panel at 50% with no significant neutralization of the

VSV-pseudotyped control, when a 0.2-mg/ml concentration is used.
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TABLE 4. Serum neutralization data (IDs,s) for untreated patients capable of neutralizing all
the viruses from the panel”

11AdR
528-010 500
734-000 250
521-005 250
600-003 200
363-014 600
642-007 700
308-040* 250

@ *, for patient 308, ID5, values were calculated from the second time point because of the limited amount of
serum available from the first time point. Numbers indicate the ID5,. A yellow box indicates an IDs, of =200 but

<1,000, an orange box indicates an IDs, of =1,000 but

taining sera (and the corresponding controls with no antiret-
roviral) were incubated at 37°C in order to facilitate EFV
association with serum proteins. After 2 h of incubation at
37°C, the IgG fraction was purified and extensively dialyzed
with a 50-kDa-cutoff pore membrane. The inhibitory activities
of each serum sample before and after EFV addition, the
purified IgG, and the flowthrough fraction were analyzed using
the neutralization assay described above. Each fraction was
tested against two viruses from the minipanel (VI191 and
NLA4-3) and a VSV-pseudotyped virus that was included as a
control for nonspecific neutralizing activity. Results are de-
picted in Table 5. HIV*' and HIV ™ sera were able to inhibit
replication of NL4-3, VI191, and the pseudotyped VSV after
EFV addition. The analysis of the IgG fraction isolated from
sera showed no viral inhibition attributable to the drug. In
addition, the flowthrough fraction showed strong inhibition of
the three viruses in the fractions that were preincubated with
EFV.

EFV activity in sera has previously been proven to be strik-
ingly resistant to temperature compared to a protein-mediated
activity (10). In order to determine the effect of EFV in our
assay, in the absence of IgG activity, we heated each fraction at
100°C for 30 min and tested the inhibition of NL4-3, VI191,
and pseudotyped VSV. The analysis of the data revealed that
all the fractions containing EFV retained the inhibitory activity
after heat inactivation at 100°C. In addition, there was no
inhibitory effect attributable to the drug in the purified IgG
fraction (Table 5).

Confirmation that there is a broadly neutralizing activity
attributable to the IgG fraction of the sera. In order to identify
sera with IgG-associated broadly neutralizing activity, we iso-
lated the IgG fraction from sera that achieved 50% neutral-
ization of the 6 recombinant viruses from the panel at a 1/200
dilution (sera from untreated patients and patients treated

<2,000, and a red box indicates an IDs, of =2,000.

with ART with no EFV) and at a 1/2,000 dilution (patients on
EFV-containing treatment). The purified IgGs were tested
against the 6 recombinant viruses from the minipanel and
against pseudotyped VSV, which was used as a specificity con-
trol. With this analysis, we were able to identify 14 IgG frac-
tions purified from 12 patients that were able to achieve 50%
neutralization against all the viruses in the panel using a con-
centration of 0.2 mg/ml, corresponding to a dilution range of
1/40 to 1/80, depending on the serum sample (Table 3). Two
patients (521 and 308) showed a good neutralizing response at
more than one time point. The neutralization results for these
IgGs are depicted in Table 6. In order to rule out the effect of
EFV traces in IgGs purified from EFV-containing sera, we
heated all the IgG fractions at 100°C for 30 min and tested
them against two viruses from the minipanel (NL4-3 and
VI191). No neutralizing activity was observed (data not
shown). These results indicate that the neutralizing activity
observed in IgGs purified from patients with EFV-containing
sera was not attributable to the presence of EFV traces in sera.

IgGs isolated from 8 of the best serum samples were tested
against a new panel with 25 additional viruses from different
subtypes using recombinant viruses that have the Renilla re-
porter gene in the nef locus. Neutralization results are sum-
marized in Table 7. This new panel confirmed the broadly
neutralizing activity of the sera previously selected with the
6-virus panel.

Broadly neutralizing sera were found in both patient groups:
untreated and ART patients. The percentage of broadly neu-
tralizing activity in untreated patients was 3.7% (7/191). The
percentage of broadly neutralizing activity found in ART pa-
tients was similar: 1.7% (3/174; P = 0.34). In this analysis, we
have included data for the sample from only the first time point
for patients with more than one sample (n = 364). Similar
percentages were found when all the serum samples were con-

TABLE 5. Evaluation of the purification method to isolate the IgG fraction from EFV-containing sera®

Sera neutralization (1/200)

I1gG neutralization (0.2 mg/ml) Flow through neutralization (1/50)

V1 191 VSV NL4-3 V1 191

VSV
HIV-1 (+) 75.8+2.1 48.4+2.6
HIV-1 (+) + EFV
HIV-1(-) 69.6+3.6 | 78.0£19.8 | 91.8+18.9
HIV-1 (-) + EFV

73.4£13.8 | 50.243.5 |133.9£12.2

100°C heat inactivated HIV-1 (+)
100°C heat inactivated HIV-1 (+) + EFV
100°C heat inactivated HIV-1 (-)
100°C heat inactivated HIV-1 (-) + EFV

67122
84.4£6.9
758452

103.751 1.1
104.6£6.5
91.8+7.1

103.1:10.2

49.1+11.3

90.8+5.1 | 45.2£15.7 | 71.810.9

68.4+11.4
64.9+9.7
91.8+9.0

113.0+11.2
84.9+6.7
88.3+14.2

82.5+2.7
72.6+8.6
138.6+11.0
153.1£6.9
124.8+1.9
132.5+17.4

“ Numbers indicate percent luciferase activity (counts per second * the standard deviation). A white box indicates >50% luciferase activity,
a yellow box indicates <50% luciferase activity but >30% and a red box indicates <10% luciferase activity.
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TABLE 6. IgG neutralization data (0.2 mg/ml) for patients capable of neutralizing all the
viruses from the panel®

V1191 (A) NL4-3 (B) AC10 (B) | 92BR025 (C) | 92UG024 (D) | CM244 (E) VSV
528-010 49.1£11.3 13.4+£2.7 13.8+1.1 67.1£22
734-000 17.9£3.7 28.0+5.1 21.4£9.6 38.9+3.9 58.7+2.6
521-005 26.3+7.1 2T 30.8+4.7 233829 16.6+1.0 70.0+2.4
600-003 28.6+3.5 44.2+8.2 13.1£510 42.5+21.9 22.9+0.8 54.1+6.6
363-014 26.7£14.4 159430 14.8+0.4 35.5+18.4 24.442.5 50.5+3.3
541-011 34.9+4.0 40.6+6.0 26.3+1.8 46.4+2.7 48.5+£2.7 62.6+4.8
181-036 40.6+10.2 14.6+3.1 46.6+1.3 26.2£10.5 43.5+18.6 27.6+3.3 94.2+14.2
488-013 16.9£1.9 48.7+9.9 139223 36.7+18.1 46.9+2.6 77.9+4.4
642-007 27.84£9.8 16.72.7 27.757.5 44.6+7.4 26.9£3.5 96.5+2.2
308-031 17.5+1.4 20.8+3.6 33.0£6.2 85.7+4.5
331-030 32.4+24 25.0+6.6 14.7£2.6 38,537 42.8+5.9 63.7+9.1
634-005 44.2+6.0 45.1£12.0 42.4+9.2 49.5+11.4 23.8+1.9 103.1+5.9

“ Numbers indicate percent luciferase activity (counts per second = standard deviation). A white box indicates >50%
luciferase activity, a yellow box indicates <50% luciferase activity but >30%, an orange box indicates <30% luciferase
activity but >10%, and a red box indicates <10% luciferase activity. For patients 521 and 308, data from only the first
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time point are shown.

sidered (n = 508), with percentages of broadly neutralizing
sera of 2.3% (6/260) for ART patients and 3.2% (8/248) for
untreated patients (P = 0.59). Results are depicted in Table 3.

Stability of the IgG-associated broadly neutralizing re-
sponse. From seven of the patients that showed a broad neu-
tralizing response, sera from more than one time point were
analyzed. For these patients, time points were anywhere from
2 months to 4 years apart. The stabilities of the neutralizing
responses for these patients are shown in Table 8. Two of the
patients (488 and 331) acquired the neutralizing activity during
the study course. In contrast, patients 363, 181, and 634 had a
good neutralizing activity in the first sample but showed no
activity in the sample from the second time point. Two of the
patients (521 and 308) showed a good neutralizing activity that
was stable during the study course. Especially significant was
the case of patient 308, who showed a good neutralizing re-
sponse that was stable for a 4-year period.

The induction of a broad neutralizing activity does not cor-
relate with viral load when ART patients are included in the
study. Clinical and demographic data for all patients were
compared to the presence of neutralization breadth. Some
clinical data corresponding to the 12 patients that showed a
broad IgG-mediated neutralizing activity at one time point or
more are depicted in Table 6. For this analysis we have con-
sidered that a serum sample is a broad neutralizer when the
corresponding IgG fraction neutralizes all the viruses in the
panel at 50% with no significant neutralization of the VSV-
pseudotyped control, when a concentration of 0.2 mg/ml is
used. The associations between breadth and clinical covariants
were tested using nonparametric methods (Wilcoxon rank-sum
test). In our panel of sera, no association between viral load
and neutralization breadth was observed. We also found no
association between CD8™ counts, number of years on ART,

number of years since diagnosis, risk group, gender, and age
and neutralization breadth. Next we did the same analysis
considering only one sample per patient (n = 364). In this
analysis we also found a lack of association between CD4" T
cell counts, CD8™ counts, number of years on ART, number of
years since diagnosis, risk group, gender, and age and neutral-
ization breadth for both patient groups.

DISCUSSION

The induction of cross-reactive broadly neutralizing antibod-
ies is a critical line of research for HIV vaccine development.
Our study represents the first large screening and evaluation of
neutralization to date in individuals infected with HIV-1 in-
cluding a large group of patients on aggressive antiretroviral
treatment. Before the era of effective ART, it was widely re-
ported that HIV infection leads to extensive defects in the
humoral immune system (1, 16, 41, 47, 67) and that most of
these B cell defects can be reversed by ART (13, 20, 58, 63). In
the current study, we showed that patients on antiretroviral
treatment are capable of inducing a broad and potent humoral
immune response against HIV, despite having undetectable
levels of viremia.

In the current study, a group of envelope sequences were
phylogenetically analyzed, and 6 envelopes from 5 different
subtypes were selected for the construction of the recombinant
viruses for the minipanel. The phylogenetic analysis showed
that this group of envelopes was a good representation of
global HIV variation, including a diversity similar to the diver-
sity of the screening panels used in previous studies (24, 28,
80). Different groups have tested the neutralizing activity in
plasma or serum samples from a large group of individuals on
different pseudovirus panels and reported that screening for a

TABLE 7. Cross-neutralizing properties of purified IgGs selected from broadly neutralizing sera“

No. (%) of purified IgG samples

Virus
528-010 734-000 521-005 600-003 363-014 642-007 308-40 331-30
Clade B (total n = 18) 17 (94) 12 (65) 8 (47) 13 (71) 13 (71) 11 (59) 14 (76) 16 (88)
Clades no B (total n = 7) 5(71) 2(29) 1(14) 4 (57) 3(43) 4(57) 6 (86) 1(14)

“ Neutralization was considered positive if 50% neutralization was achieved at an IgG concentration of less than 0.2 mg/ml.
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TABLE 8. Clinical characteristics of the patients that showed an IgG-associated broadly neutralizing activity at one time point or more

Time (mo)

. bNAb CD4™" CD8" b CD4 nadir
Patient Sample of study (16G)* (cells/ml) (cells/ml) VL Peak VL (cells/ml) ART
course
528 010 0 + 750 1,024 26,000 104,000 354
734 000 0 + 500 942 1,422 1,422 491
521 005 0 + 559 2,163 2,232 1000,000 222
006 15 + 637 2,240 3,455 1000,000 222
600 003 0 + 1,608 1,366 2,440 297,000 1,008
363 014 0 + 581 664 7,367 7,367 537
015 12 - 686 987 7,950 7,950 537
541 011 0 + 499 576 <50 78,339 286 Efavirenz + emtricitabine + tenofovir
181 036 0 + 437 857 <50 39,947 266 Efavirenz + emtricitabine + tenofovir
488 012 0 - 334 998 975 3,038 334
013 17 + 295 1,042 <50 5,188 291 Efavirenz + emtricitabine + tenofovir
642 007 0 + 272 799 89,356 107,300 272
308 031 0 + 583 2,435 9,003 12,069 460
040 35 + 448 2,304 19,005 19,005 448
041 49 + 530 1,698 49 27,462 410 Efavirenz + emtricitabine + tenofovir
331 029 0 - 80 770 85,454 460,000 80 Zidovudine + lopinavir + ritonavir +
emtricitabine + tenofovir
030 2 + 75 1,101 509 85,454 75 Zidovudine + lopinavir + ritonavir +
emtricitabine + tenofovir
634 005 0 + 686 1,291 <50 134,500 378 Efavirenz + emtricitabine + tenofovir
006 4 - 587 1,522 - 134,500 378 Efavirenz + emtricitabine + tenofovir

“ +, the corresponding IgG fraction neutralizes all the viruses in the panel at 50% with no significant neutralization of the VSV-pseudotyped control, when a
0.2-mg/ml concentration is used; —, the corresponding IgG fraction does not neutralize all the viruses in the panel at 50%.

" The limit of detection was 50 copies/ml.

reduced panel (5 or less) of selected viruses provided similar
information on the presence of cross-reactive neutralizing ac-
tivity as screening for a large pseudovirus panel (24, 28, 80). In
our study, the prevalence of patients with broadly cross-neu-
tralizing antibodies was lower than that observed in prior stud-
ies. A total of 2.7% of the patients showed IgG-mediated
neutralizing activity against all the viruses from a panel con-
sisting of 6 viruses with envelopes from 5 different subtypes.
The differences in the prevalence of cross-reactive neutralizing
activity observed in this study compared to previous studies are
probably due to the usage of a more restrictive selection cri-
terion. All these studies use an IDs, of >100 as a cutoff for
neutralization, and the cross-reactive sera are supposed to
neutralize viruses from 2, 3, 4, or 5 subtypes, depending on the
study. In this study the initial cutoff for untreated and no-EFV-
treated patients was higher than the one used previously
(IDs, > 200). The selection criterion for patients on an EFV-
containing treatment was even more restrictive (IDs, > 2,000)
due to the nonspecific inhibition observed in these patient
serum samples. The neutralization sensitivities of the purified
IgGs from the selected sera were determined and used to
define the cutoff for cross-reactive neutralization. We consider
strong cross-reactive neutralizing activity in serum to be the
ability to neutralize the 6 viruses of our minipanel that contain
envelopes from 5 different subtypes at an ICy, titer of <0.2
mg/ml of purified IgG. Our definition of cross-reactive neu-
tralizing activity is closer to the definition used by Simek et al.
(80) for elite neutralizing activity, which considers elite activity
to be “the ability to neutralize, on average, more than one
pseudovirus at an ICs, titer of 300 within a clade group and
across at least four clade groups.”

A small number of patients with a broad neutralizing re-
sponse have been previously described. However, most of the

LTNP patients show a poor humoral immune response (39,
87). Several studies have compared the induction of broadly
neutralizing antibodies in LTNPs to that in progressor patients
with detectable levels of viremia (3, 23, 24, 46, 50, 71). Among
progressor patients, a significant group of sera with broad and
potent neutralizing activity was observed. In contrast, signifi-
cantly lower titers of NAbs to laboratory isolates as well as
lower levels of broadly cross-neutralizing antibodies were
found in LTNP patients. This inefficient humoral immune re-
sponse has been attributed to the low levels of antigenic stim-
ulation. In fact, several studies have shown a positive correla-
tion between plasma viral load and titers of neutralizing
antibodies to heterologous virus (21, 23, 73, 78), suggesting
that the development of these antibodies was a consequence of
viral replication. In the present study, we examined the breadth
of neutralization in a large cohort of patients, including pa-
tients on highly active antiretroviral therapy (HAART) with
persistent undetectable viremia. Remarkably, we found a sim-
ilar percentage of broadly neutralizing sera in ART patients
with VLs of <50 (1.7%) and untreated patients with detectable
viremia (3.7%). These results indicate that the level of antigen
required for the development of a broad neutralizing response
in ART patients is very low, below the limit of detection with
the currently used assays. We hypothesize that the good hu-
moral immune response induced in these patients, despite the
low levels of antigenic stimulation, could be a consequence of
the improved B cell function associated with antiretroviral
treatment. Our results are in stark contrast to the data ob-
tained from long-term nonprogressors, whose little neutraliz-
ing activity has been attributed to the low levels of viral repli-
cation. Our data show that ART patients are capable of
inducing a good antibody response; however, LTNP patients
have a poor humoral immune response against HIV-1, accord-
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ing to previous reports (3, 23, 24, 46, 50, 71). One possible
explanation is that this response has persisted from the pre-
ART time. In the longitudinal study, we have two patients
whose sera were analyzed before and after treatment. Patient
308 had preexisting broadly neutralizing activity. However, pa-
tient 488 showed no significant neutralizing activity before
treatment. The longitudinal data obtained in the present study
are not complete enough to support or discard this hypothesis.
Another possible explanation for these data could be based on
differences in the B cell status between ART patients and
LTNPs. There is little information about the status of B cells in
LTNPs. However, Titanji et al. (83) investigated the serologic
memory to non-HIV antigens in different groups of HIV-in-
fected patients. They found that while progressor patients had
severe defects in serologic memory, long-term nonprogressors
had memory B cell frequencies and levels of antigen-specific
antibodies comparable to those of noninfected individuals. Ac-
cording to this study, LTNPs showed no B cell defect that can
explain the deficient humoral immune response against HIV.
A third possible explanation for the different induction of
neutralizing antibodies between ART patients and LTNPs is
that the levels of viral replication may be higher in ART pa-
tients than LTNPs, even though both groups of patients have
levels of viremia below the detection limit (<50 copies/ml) of
clinically used viral load assays (70). In fact, the presence of
low levels of viremia detectable by more sensitive assays (25,
31, 37, 51, 68, 71) has been demonstrated in most patients
receiving standard HAART, but the source of this remains
unclear. In addition, ART patients had high levels of viremia
prior to the initiation of treatment that contributed to the
establishment of cellular reservoirs. Low-level viremia may
arise from viral expression in the cellular reservoirs established
before HAART (2, 36-38, 42, 64, 68, 72, 84) or from low levels
of complete cycles of virus replication (17, 18, 84). The obser-
vation that the HIV-1 envelope induces predominantly short-
lived memory B cell-dependent plasma Abs (7) supports the
idea that low levels of viremia could be required for the induc-
tion of bNADbs in ART patients. The presence of ongoing virus
replication during long-term suppressive HAART is supported
by findings of sequence evolution with the appearance of new
drug-resistant variants in a subset of patients during seemingly
effective HAART (17, 84) and decreases in plasma viremia
with treatment intensification (37). In contrast, little is known
about viral replication in LTNPs with levels of viremia below
50 copies/ml. Several studies suggest that infection with repli-
cation-defective virus explains the absence of detectable circu-
lating virus in some LTNPs (14, 43, 48, 49, 60, 86). These
patients could have inefficient antigen stimulation of their B
cells caused by a deficient viral replication. However, this can-
not be the explanation in the case of LTNPs in which no defect
in viral replication has been observed and the control of viral
replication has been attributed to host genetic or immune
mechanisms (3, 15, 40, 45, 56, 57).

In this study we have also identified two patients that made
a broad neutralizing response that was stable over long periods
of time, up to 4 years. The identification and detailed analysis
of these patients may provide valuable information to improve
the induction of an effective and stable humoral immune re-
sponse.

In contrast to previous studies (73, 78), we observed no
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correlation between neutralization breadth and viral load. The
previously reported correlation between viral load and neutral-
ization breadth suggested that a vaccine may need to supply
viral antigen for long periods of time to allow antibody matu-
ration and development of a broad neutralizing response. This
suggestion was supported by the observation that HIV-1
bNADs often show significant degrees of affinity maturation
(69, 79). Whether the extensive maturation requires several
years of antigen exposure or high levels of replication needs to
be determined. To date, no bNAD has been isolated from ART
patients. Therefore, the level of maturation of these antibodies
is unknown but may be lower, consistent with the low viral
loads. The results of the present study suggest that the require-
ment of high levels of viral replication for the induction of
bNAbs may be true only for untreated HIV-infected individ-
uals, which have several B cell abnormalities associated with
HIV replication-induced immune cell activation, and not for
uninfected individuals or ART patients (in therapeutic vaccine
approaches).

In this study we have also observed that traces of antiretro-
viral drug present in sera from ART patients showed a strong
inhibition of the virus. Specifically, we observed a potent in-
hibitory effect of traces of efavirenz in sera. In order to sepa-
rate the effect of traces of antiretroviral drugs or any other
nonspecific factor present in sera from the immunoglobulin-
mediated effect, we decided to purify IgGs from all the sera
that showed good viral inhibition and analyzed their neutral-
izing activity. We were able to confirm the presence of IgG-
associated neutralizing activity in 5 serum samples from pa-
tients on EFV-containing treatment. We were able to rule out
the effect of EFV traces in these IgGs after observing that this
activity was not effective against the VSV specificity control
(Table 5) and proving that it was sensitive to heat inactivation
at 100°C. The observation that soluble factors present in sera
can have an inhibitory viral effect suggests that measurements
of HIV-1 neutralization by crude serum and plasma samples
must be carried out with some caution.

In summary, the present study demonstrated an induction of
a broad humoral immune response in patients on antiretroviral
treatment that have undetectable viremia. In these patients,
the low level of antigenic stimulation may be compensated for
by an improved B cell function induced by antiretroviral treat-
ment. We hypothesize that local residual viral replication, to-
gether with an improved B cell function, in ART patients is
capable of inducing a broad antibody response that is similar to
the response induced in untreated progressor patients with
detectable viremia.
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