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La reciente aprobacion del primer antagonista de CCR5,
maraviroc (MIVC, Celsentri®), con una actividad antiviral
especifica frente a variantes virales R5-trépicas ha
generado la necesidad de disponer de ensayos para la
determinacion del tropismo viral en todos los pacientes
candidatos a iniciar tratamiento con este nuevo farmaco.
Aunque los métodos genotipicos parecen ser la
herramienta mas util por su rapidez y sencillez, en el caso
del tropismo viral, las técnicas fenotipicas son actualmente
consideradas las mas fiables. En los ultimos ainos, se han
desarrollado diferentes ensayos fenotipicos para la
determinacion del uso del correceptor. Sin embargo, el
ensayo fenotipico de Trofile™ es el ensayo utilizado
actualmente para la determinacion de tropismo, ya que es
el unico que cuenta con validacion clinica. Dado que la
presencia de variantes X4-trépicas en la poblacion viral se
ha asociado con fracaso virolégico a MVC, el principal reto
de las herramientas tanto genotipicas como fenotipicas es
optimizar su sensibilidad para la deteccion de variantes
X4-tropicas presentes de forma minoritaria en la poblacion
viral. Al mismo tiempo, se esta evaluando la correlacion
entre métodos genotipicos y fenotipicos para determinar
si las herramientas genotipicas pueden utilizarse para
tomar decisiones terapéuticas.
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Methods for determining viral tropism: genotype
and phenotype tests

The recent approval of the first CCR5 antagonist,
Maraviroc (MVC, Celsentri®), with specific antiviral activity
against R5-tropic virus variants has generated the need for
studies to determine the viral tropism in all those patient
candidates for starting treatment with this new drug.
Although genotyping methods appear to be the most
useful tool due to its speed and simplicity, in the case of
viral tropism, phenotyping techniques are currently
considered the most reliable. In the last few years,
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different phenotyping assays have been developed to
determine the use of the co-receptor. However, the Trofile™
phenotype assay is currently the one most used for the
determination of tropism, since it is the only one that has
been clinically validated. Given that the presence of X4-
tropic variants in the viral population has been associated
with virological failure to MVC, the main challenge of both
genotyping and phenotyping tools is to optimise their
sensitivity for detecting X4-tropic variants present in a
minority of the viral population. At the same time, the
correlation between genotyping/phenotyping methods is
being evaluated to determine whether genotyping tools can
be useful to make therapeutic decisions.

Key words: HIV. Viral tropism. Genotype and phenotype.

Introduccion

Los estudios de tropismo han adquirido un especial in-
terés desde el inicio del desarrollo clinico de farmacos an-
tagonistas de los receptores de quimiocinas CCR5 y
CXCR4, y maés recientemente desde la aprobacién del an-
tagonista de CCR5, maraviroc (MVC, Celsentri®), para el
tratamiento de la infeccién por el VIH2,

MVC actia inhibiendo especificamente la replicacién
de las variantes virales R5-trépicas. Ademas, la presencia
de variantes X4-trépicas en la poblacién viral de los pa-
cientes se ha asociado con fracaso virolégico a MVC34. Por
esta razon, se recomienda la realizacién de un estudio de
tropismo antes de la prescripcién de MVC en pacientes
VIH positivos para asegurar la respuesta al tratamiento
con este nuevo inhibidor de la entrada. El ensayo de Tro-
file (Monogram Biosciences, South San Francisco, CA, Es-
tados Unidos)® es el utilizado actualmente para la deter-
minacion del uso del correceptor en todos los pacientes que
planean iniciar una terapia con MVC como parte de su
tratamiento antirretroviral. Sin embargo, en los tltimos
afios el interés por los estudios de tropismo ha venido
acompanado del disefio y desarrollo de nuevos ensayos fe-
notipicos para la determinacién del uso del correceptor.

Los ensayos fenotipicos, a partir de aislados virales o vi-
rus recombinantes, son considerados los mas fiables para la
determinacion del uso del correceptor. Sin embargo, se es-
tan buscando alternativas mas econémicas, rapidas y senci-
llas de desarrollar en los laboratorios especializados en VIH
para la determinacién del uso del correceptor en la practica
clinica. Los estudios genotipicos que predicen el uso del co-
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rreceptor segun la secuencia de aminoacidos de una regién
de la envuelta viral podrian ser una buena alternativa. Ac-
tualmente existe un enorme interés en conocer la exactitud
de las herramientas genotipicas para la determinacién del
uso del correceptor y evaluar su posible utilizacién para to-
mar decisiones terapéuticas.

En este capitulo se describen los diferentes métodos,
tanto genotipicos como fenotipicos, actualmente disponi-
bles para la determinacién del uso del correceptor, asi
como sus ventajas y limitaciones para su utilizacién en la
practica clinica (tabla 1).

La region V3 de la envuelta viral: principal
determinante del tropismo

La entrada del VIH en la célula consiste en una sucesion
de interacciones entre la envuelta viral y receptores celu-
lares. El primer paso en el proceso de entrada es la unién
de la glucoproteina de la envuelta viral (gp120) con el re-
ceptor celular CD4 presente en la superficie celular. La in-
teraccion gp120-CD4 provoca cambios conformacionales
en la envuelta viral que permiten al complejo gp120-CD4
interactuar con los receptores de quimiocinas CCR5 o
CXCR4, principalmente®. La regién V3 de la gp120 es el
principal dominio involucrado en esta interaccién, aun-
que otras regiones de la envuelta como V1/V2 y C4 tam-
bién estdn implicadas en esta interaccion’.

La regién V3 de gp120 se considera, por tanto, el princi-
pal determinante, aunque no el unico, del uso del correcep-
tor. La secuencia de aminoacidos de V3 determina en gran
medida el uso preferencial del receptor CCR5 0 CXCR4 por
el VIH-1 para entrar en la célula®®. Algunos estudios han
demostrado que la sustitucion de la regién V3 de la envuel-
ta de un virus R5 por la region V3 de un virus X4-trépico es
suficiente para cambiar el tropismo viral por los receptores
de quimiocinas!®!!, De manera que por la secuencia de ami-
nodcidos de la regién V3 los aislados de VIH-1 pueden cla-

sificarse como CCR5-trépicos (R5), CXCR4-trépicos (X4) o
duales/mixtos (R5-X4/R5+X4), dependiendo del correceptor
utilizado para entrar en la célula'®.

Tanto la regién V3 como los receptores CCR5 y CXCR4
estan cargados debido a la presencia de aminoacidos basi-
cos como la arginina (R) o la lisina (K) y aminoacidos 4ci-
dos como el 4cido aspartico (D) o el acido glutdmico (E).
Las interacciones electrostaticas entre la envuelta viral y
los receptores de quimiocinas van a determinar la eficacia
y la especificidad de la unién. Los aislados R5 trépicos nor-
malmente presentan una menor carga neta en la region
V3 que las variantes X4, lo cual se relaciona con el hecho
de que el receptor CCR5 tenga mayor carga positiva que el
receptor CXCR4. Se han descrito mutaciones que afectan
a la carga neta de la region V3 que se han relacionado con
la utilizaciéon de un receptor u otro. De igual forma, otros
cambios que no afectan a la carga neta también se han
asociado con la utilizacién de un receptor u otro, indicando
que constricciones estructurales también son relevantes
para la interaccién gp120-correceptor!®15,

Herramientas genotipicas actualmente
disponibles para la prediccion del uso del
correceptor

Desde principios de los afios noventa, se han descrito y
desarrollado diferentes reglas y algoritmos de interpreta-
cion para la determinacion del tropismo viral basados fun-
damentalmente en las caracteristicas de la secuencia de
amino4cidos de regién V3 de la envuelta viral'é.

La «regla 11/25» fue el primer algoritmo de interpreta-
ci6n propuesto, ademds de ser uno de los més sencillos y po-
pulares. Dicha regla se basa en la observacién de que los vi-
rus que en la regién V3 presentan aminoédcidos basicos (R
0 K), es decir, cargados positivamente, en las posiciones 11
y/o 25 se asocian a un fenotipo X4-trépico o SI (figura 1). Si

TABLA 1. Herramientas para la determinacion del tropismo viral. Principales obstaculos para su introduccion en la practica clinica

Ensayos | Metodologia

| Limitaciones

MT-2
sincitios en células MT-2

Lineas celulares

Capacidad de los aislados virales de formar

Capacidad de los aislados primarios o virus
recombinantes de explicar en lineas celulares

Obtencién de aislados virales

Diferentes valores de correceptores entre las
lineas celulares y las dianas naturales del VIH

que expresan los receptores CCR5 y CXCR4 en

su superficie

Virus recombinantes
CA, Estados Unidos)

Trofile (Monogram Bioscience, San Francisco,

Umbral de deteccion de virus X4 en una
poblacién mixta de virus (R5 + X4), aunque
mejorando

PhenoScript (Eurofins-VirAlliance, Kalamazoo,

MI)

Antivirogram (Virco BVBA, Mechelen, Bélgica)

PhenX-R (InPheno, Basilea, Suiza)

Identificacién de residuos de aminodcidos en V3
que influyen en el uso viral del correceptor

Genotipo

Necesidad de instalaciones y personal
cualificado para su desarrollo en centros de
referencia

Baja sensibilidad para la determinacion de
variantes X4

Pocos datos que relacionan el fenotipo virtual y
el fenotipo real
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por el contrario en estas posiciones no aparece ningun
aminodcido basico, los virus son clasificados como R5-tré-
picos o NSI'*. En general, se ha observado que esta regla
presenta una gran especificidad (80-90%) pero baja sensi-
bilidad (30-40%) para clasificar virus X4-trépicos'’8.

Recientemente se ha propuesto una modificacién de la
regla 11/25 que mejora el valor predictivo para la deter-
minacién del tropismo segin la secuencia de V3. Se trata
de la «regla 11/24/25», que considera a una secuencia como
X4 cuando en la posicién 11, 24 o 25 aparece un aminodci-
do bésico, en caso contrario se identificara como R5-trépi-
cas™.

La «regla de la carga neta» es un sencillo algoritmo de
interpretacién que consiste en calcular la carga neta glo-
bal de la regién V3, segin la siguiente formula: (K + R) —
(D + E). Si el resultado es mayor o igual que 5 el virus es
clasificado como X4-trépico, mientras que si es menor de
5 se considera R5-trépico. Hay una formula alternativa
para el calculo de la carga neta, que es tener en cuenta el
aminoacido basico histidina (K + R + H) — (D + E); sin em-
bargo, se ha observado que esta alternativa es menos
exacta. De la misma forma que la regla 11/25, la regla de
la carga neta presenta una gran especificidad para la cla-
sificacion de variantes X4-trépicas, aunque una baja sen-
sibilidad?°2,

La combinacién de reglas tan sencillas como la 11/25 y
la carga neta puede mejorar en el valor predictivo de es-
tas sencillas herramientas genotipicas como demuestran
los resultados presentados recientemente por Delobel et
al?t.

El estudio de la variabilidad natural en secuencias de
V3 y su asociacion con los fenotipos R5-tréopicos o X4-trépi-
cos ha permitido la identificacién de nuevos residuos y pa-
trones de amino4cidos en esta regién relacionados con el
tropismo viral por los receptores de quimiocinas. Con los
datos obtenidos y a través de la utilizacién de sofisticados
métodos estadisticos (support vector machines [SVMI, po-
sition specific scoring matrices [PSSM]) se han disefiado
diferentes algoritmos de interpretacién que permiten pre-
decir el uso del correceptor del VIH basandose en la se-
cuencia genética de la regién V3 de un determinado aisla-
do viral'”?223, Algunos de ellos se encuentran disponibles
en paginas web de libre acceso como son WetCat,
geno2pheno,, . ..... Y WebPSSM que describimos a conti-
nuacién (tabla 2).

WetCat

Es un servidor desarrollado por la Universidad de Cali-
fornia?*. El servidor WetCat ofrece la posibilidad de utili-
zar diferentes herramientas genotipicas que utilizan dis-
tintos métodos estadisticos para hacer sus predicciones,
como son: la carga neta, C4.5, C4.5p8p12, PART y SVM.

TABLA 2. Paginas web de acceso publico que predicen el uso del
correceptor del VIH basandose en la secuencia genética de la
region V3

www.genomiac2.ucsd.edu:8080/wetcat/

WetCat v3.html
Geno2phenomecepm www.geno2pheno.org
WebPSSM www.ubik.microbiol.washington.edu/

computing/pssm
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En este caso la prediccion del tropismo viral se obtiene a
partir de la secuencia de amino4cidos de la regién V3 de la
muestra problema en un formato especifico que se descri-
be en la pagina web, con el fin de que las secuencias pro-
blemas estén alineadas con la secuencia consenso para
posteriormente hacer la prediccion. Esto supone una im-
portante desventaja para esta herramienta, ya que ade-
maés de ser un proceso laborioso y manual puede llevar a
cometer errores. Una de las ventajas que presenta WetCat
para el usuario es que permite hacer predicciones conjun-
tas de varias secuencias de V3. La base de datos en la que
WetCat basa sus predicciones estd compuesta por un to-
tal de 292 secuencias de V3: 168 secuencias que se corres-
ponden con un fenotipo R5, 103 con un fenotipo X4 y 21 se-
cuencias con fenotipo R5X4, obtenidas de la base de datos
de Los Alamos. La inclusién de nuevas secuencias de V3
con el correspondiente dato fenotipico podria mejorar en
gran medida la capacidad de prediccion de esta herra-
mienta.

WebPSSM

Ha sido desarrollado en la Universidad de Washington y
realiza sus predicciones a partir de la secuencia de ami-
nodcidos en formato FASTA de la regién V3 utilizando el
método estadistico PSSM?%. En este caso no es necesario
manipular la secuencia de aminoacidos de la regiéon V3
como en el caso anterior, ya que el programa incluye un al-
goritmo que realiza directamente el alineamiento de las
secuencias problema con la secuencia consenso antes de
hacer las predicciones. El usuario del programa puede ele-
gir entre varias matrices para hacer las predicciones: la
matriz R5X4 y la matriz SINSI para subtipo B y la matriz
SINSI para subtipo C. La matriz R5X4 basa sus predic-
ciones en un conjunto de 213 secuencias de V3 subtipo B:
168 secuencias con fenotipo R5, 17 con fenotipo X4 y 28
con fenotipo R5X4. La matriz SINSI esta formada por 257
secuencias de V3: 70 secuencias corresponden a un fenoti-
po SI y 187 a un fenotipo NSI. Para predecir el tropismo
viral en secuencias V3 subtipo C, webPSSM dispone de
una matriz SINSI formada por 279 secuencias de V3 sub-
tipo C: 228 se corresponden a un fenotipo NSI y 51 a un fe-
notipo SI%. Al igual que WetCat, webPSSM permite anali-
zar conjuntamente diferentes secuencias de V3.

Genozphenocoreceptor

Se ha desarrollado conjuntamente entre la Universidad
de Colonia y el Instituto Max-Planck de Alemania?’. El
método estadistico que utiliza para hacer sus prediccio-
nes es SVM. Geno2pheno puede realizar las predicciones
tanto a partir de la secuencia de nucleétidos como de ami-
noéacidos de la regién V3. Una de las desventajas de este
método es que no permite analizar multiples secuencias
simultdneamente, de manera que las secuencias V3 pro-
blema deben introducirse de forma individual. La base de
datos en la que basa geno2pheno sus predicciones consiste
en un total de 1100 secuencias de V3: 769 secuencias de
V3 que se corresponden con un fenotipo R5, 210 con un fe-
notipo X4 y 131 secuencias con fenotipo R5X4, principal-
mente obtenidas de la base de datos de Los Alamos. La
mayoria de estas secuencias son subtipo B, aunque tam-
bién incluye algunas secuencias de otros subtipos genéti-
cos. Una novedad incluida en la dltima version de
geno2pheno es la posibilidad de introducir datos clinicos
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como la carga viral, nimero de CD4 y la presencia o au-
sencia de la delecion de 32 pares de bases para el receptor
CCRS5, con el fin de mejorar las predicciones.

Herramientas fenotipicas disponibles
para la determinacion del tropismo viral

Para describir los ensayos fenotipicos podemos realizar
una estratificaciéon en funcién de la sucesién de metodolo-
gias utilizadas cronolégicamente. Los primeros ensayos fe-
notipicos se realizaron en los afos ochenta. Si bien es cier-
to que este tipo de ensayos se limitaba principalmente a
investigacién y establecieron importantes resultados,
como la relacion entre el tropismo viral y la historia natu-
ral de la infeccién. De manera que en primoinfeccién el
tropismo viral es esencialmente un tropismo R5, mien-
tras que en estadios mas avanzados de la enfermedad el
tropismo es principalmente dual R5X4 o0 X4. Actualmente
este tipo de ensayos ha pasado a tener un papel principal
en tanto en cuanto es necesario conocer el tropismo viral
antes de iniciar cualquier pauta con antagonistas de co-
rreceptores.

Ensayos clasicos

Este tipo de ensayos constituye uno de los mas repre-
sentativos por ser esencialmente los primeros y més utili-
zados. El ejemplo més representativo es el método MT-228
(fig. 1). El ensayo permite determinar el efecto citopatico
de los aislados del VIH y de esta manera establecer la cla-
sificacion de virus sincitiales (SI) que actualmente se de-
nominan virus CXCR4 o virus con tropismo dual R5X4 y
los no sincitiales (NSI), denominados CCR52%3°, E1 méto-
do estd basado en la expresién tnica de CXCR4 pero no
de CCR5 en la superficie de este tipo celular. La principal
limitacion del método consiste la generar stocks virales a
partir de células de sangre periférica (PBMC) de pacien-
tes. En la actualidad el método MT-2 practicamente esta
en desuso para la determinacién de tropismo en muestras
de pacientes susceptibles al tratamiento con antagonistas
de correceptores.

Ensayos con virus recombinantes

Es precisamente el desarrollo de una nueva familia de
farmacos, los antagonistas de correceptores, lo que ha ge-
nerado la necesidad de disponer de pruebas que permitan
determinar el tropismo viral antes de indicar el trata-
miento con este tipo de farmacos. Limitado el uso de meto-
dologias clasicas comentadas anteriormente, son los ensa-
yos basados en la generacién de virus recombinantes los
que constituyen uno de los principales abordajes metodo-
logicos para el diseno de nuevos ensayos en la determina-

Ensayo MT-2
c ... Induccién
# 4 ( X J sincitio
¢ w1 @ ’)
©e

]
No Induccién
sincitio

VIH de PBMC  Células MT-2 ) L @

Figura 1. Método de fenotipicos MT-2.

cion de tropismo viral. Basicamente este tipo de ensayo
consiste en amplificar el gen de la envuelta del VIH del
plasma del paciente y generar virus recombinantes que
portan este gen y que son utilizados para infectar lineas
celulares que expresan el receptor CD4 y el correceptor
CCR5 o0 CXCRA4 lo que determinara el tropismo del virus.

A pesar de las ventajas de este tipo de metodologias, al-
guno de los ensayos hasta ahora desarrollados (tablas 1y 3)
presenta una limitacién principal relacionada con el um-
bral de sensibilidad. Este aspecto es «clave» para la indi-
cacién del antagonista, ya que los pacientes portadores de
variantes X4, en poblaciones mixtas/duales o puras que-
darian descartados a la indicacién del MVC. La sensibili-
dad de la técnica, por tanto, es esencial para la correcta in-
dicacién de los antagonistas de correceptores. En este
sentido, un paciente puede ser tratado con antagonistas de
CCR5, ante un resultado de tropismo R5, y existir una
emergencia de variante X4 preexistente en la muestra ba-
sal que no fue detectada. Esta no deteccion de variantes
minoritarias en torno a un 5-10% desencadenara un fraca-
so terapéutico evitable usando un método de sensibilidad
para detectar poblaciones minoritarias en torno al 1%. Es
precisamente este aspecto en el que se esta trabajando en
los sistemas disponibles, comerciales o no, y en los que se
encuentran en desarrollo.

Actualmente existen diferentes métodos basados en la
generacién de virus recombinantes. La principal caracte-
ristica por la que podrian diferenciarse estos métodos (ta-
bla 3) recae en la posibilidad de generar virus recombi-
nantes de ciclo miltiple o ciclo. Segtn esta clasificacién los
métodos de ciclo multiple estarian representados por el
ensayo PhenoX-R (InPheno AG, Basilea, Suiza)®! (fig. 2A),
que deriva del método PhenoTect para la determinacion
de resistencias a antirretrovirales, y el método de Virco®
type HIV-1 (Virco BVBA, Mechelen, Bélgica)® (fig. 2B). A
esta familia se ha incorporado recientemente un ensayo
desarrollado por el Instituto de Salud Carlos III (ISCIII)
y la Fundacién FIPSE (Tropitest VIH)?3, que se describe
més adelante (fig. 2E). El resto, Trofile™ (Monogram
Biosciences, San Francisco, California, Estados Unidos)3*
36 (fig. 2C) y Phenoscript Env™ (VIRalliance, Paris, Fran-
cia), representa al grupo de los que generan virus de ciclo
unico (fig. 2D). La importancia de generar virus de ciclo
tnico o multiple tiene una repercusién importante en la
sensibilidad del ensayo en tanto en cuanto estamos permi-
tiendo al virus generar varios ciclos de replicacion, lo que
puede permitir la deteccién de poblaciones que estén en
una proporciéon minoritaria.

PhenoX-R (InPheno AG, Basilea, Suiza)

El método combina dos tipos de ensayos, la hibridacién a
sondas (X-TrackC) y el método fenotipico (PhenX-R) (fig.
2A). El primero permite la identificacién rapida de varian-
tes R5 y/o X4 gracias al disefio de sondas marcadas especi-
ficas para cada variante que migra de forma diferente y
permite visualizar picos en un electroferograma diferente
para cada tropismo. Las muestras «dudosas» de variantes
duales (R5X4) o mezcla de variantes con tropismo R5 y
X4 se analizaran con el método fenotipico. Como ya se ha
comentado anteriormente el método genera virus recombi-
nantes que realizan 3-4 ciclos de replicacién. La secuencia
que se amplifica del gen de la envuelta del VIH del pa-
ciente corresponde a las regiones variables de la envuelta
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TABLA 3. Métodos fenotipicos basados en generacion de virus recombinantes

VIRalliance Xtrack®/PhenX-R In . Monogram ISCIII-FIPSE,
Phenoscript Pheno AG Virco NH2-V4 gp120 Biosciences Trofile™ TropiTest
Amplicén V1-V3 gp120 (900 pb) V1-V3 (1,1 kb) NH,-V4 gp120 (1,3 kb) gp160 (2,5 kb) gp160 (2,5 kb)
Vector pNL4-3 defectivo en V1-V3  pNL4-3 defectivoenv ~ pHXB2D-ANH2-V4-eGFP  pCAX-PXMX (expresion pNL4-3-lacZ/env-Ren
env) + RTV1.F-lucP.
CNDO3U3
Construccién vector  Recombinacién homéloga Clonacién Recombinacién Clonacién Clonacién
Células productoras HEK 293 HEK 293 HEK 293 HEK 293 HEK 293
Células diana U373-CD4-CCR5 U373- CXCR4 CCR5/CXCR4  U87.CD4.CCR5 U87.CD4. U87.CD4.CCR5 U87.CD4.  U87/Ghost/PBMc CD4.
CD4-CXCR4 CXCR4 CXCR4 CCR5U8T7/Ghost/PBMc
CD4.CXCR4
Gen marcador B-galactosidasa B-galactosidasa GFP Luciferasa Luciferasa
Replicacién Ciclo tinico Ciclo multiple Ciclo multiple Ciclo tnico Ciclo multiple
Deteccién variantes 5-10% 1% 5-10% 5-10% <1%
minoritarias

V1-V3 que se clonan en un vector NL4.3 que tiene dele-
cionado el gen de la envuelta y el clon proviral generado se
transfecta a células Tat-LacZ que expresan X4 o X4/R5.

La principal ventaja del sistema es la generacion de
virus recombinantes que realizan 3-4 ciclos de replica-
ci6én lo que permite una mayor sensibilidad para la de-
teccion de variantes minoritarias. Otra ventaja del siste-
ma seria la capacidad de discernir entre variantes duales
o mezcla de variantes de diferente tropismo. Los tiempos
son relativamente 6ptimos, se requieren de 4 dias para el
ensayo de hibridacién y 14 dias para el ensayo los cuales
estarian dentro de los tiempos estimados para la reali-
zacién de los métodos fenotipicos. La principal limita-
cion esta de acuerdo con la limitacién descrita para to-
dos los métodos fenotipicos y que tiene que ver con la
necesidad de laboratorios de nivel 3 y personal altamen-
te cualificado (tabla 1).

Virco® type HIV-1 (Virco BVBA, Mechelen, Bélgica)

Virco ha desarrollado una plataforma de 4 métodos
que permiten la determinacién del tropismo viral?® de
forma cualitativa (predicciéon del genotipo basado en la
secuencia genotipica de V3 o en el fenotipo de la regién
NH,-V4 gp120, ambos estudios realizados en poblacién)
y cuantitativa (andlisis clonal de la regién NH,-V4
gp120 por secuenciacion o en el ensayo fenotipico). Todos
ellos requieren de una amplificacién previa por RT-PCR
y la utilizacién de cada uno depende del objetivo del es-
tudio. El método fenotipico consiste en la recombinacion
in vitro de un vector pHXB2D-ANH2V4-eGFP y el pro-
ducto amplificado de la regién NH2-V4 del virus del pa-
ciente. La construccion se transforma y se transfectan
células 293T para la produccién de virus recombinantes
(fig. 2B). Este stock de virus recombinantes se utiliza
para infectar células U87-CD4 que expresan el correcep-
tor CXCR4 o0 CCR5. El resultado del tropismo viral viene
determinado por el nivel de GFP que se obtiene en cada
tipo celular.

La ventaja principal del sistema recae, como en el caso
anterior, en la obtencién de virus que realizan més de un
ciclo de replicacién. Aunque el sistema permite la detec-
cién de poblaciones minoritarias, en torno a un 5-10% en
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muestras de pacientes con viremia superior a 4 log U/ml*
(aprox. 2.000 copias/ml), se requiere de ensayos en mues-
tras de pacientes con viremias de 2 log U/ml (aprox. 20 co-
pias/ml) y también estudios méas amplios para evaluar
muestras de diferente subtipo.

En una visién practica de su sistema, Virco plantea ge-
nerar un algoritmo (similar al que generaron para fenoti-
po virtual para resistencias a antirretrovirales) basado en
la prediccion del fenotipo segin las secuencias generadas
de NH,-V4 gp120 de estudios clonales.

Trofile™ and Trofile™ ES (Monogram Biosciences, San
Francisco, California, Estados Unidos)

Es uno de los métodos basados en la generacién de vi-
rus recombinantes de ciclo dnico ®% 36 %7 (fig. 2C). Actual-
mente es el tnico método validado y, por tanto, utilizado
para la determinacién del tropismo viral en las muestras
de pacientes candidatos a tratamiento en uso compasivo
del MVC.

El método requiere la amplificacién del gen de la en-
vuelta del virus del paciente. El producto amplificado liga
con un vector del VIH que porta el gen de expresion de la
luciferasa. El producto resultante se cotransfecta con un
vector de expresion de envuelta en células 293. La pro-
duccién viral obtenida es utilizada para infectar células
U87 que expresan CXCR4 o CCR5. El resultado, obtenido
aproximadamente en 16 dias, se mide por la luz y es con-
trolada por la presencia del antagonista (fig. 2C). A pesar
de ser elegido como método para la determinacion del tro-
pismo viral en los ensayos clinicos, los dltimos resultados
han revelado una deficiencia a la hora de detectar pobla-
ciones minoritarias. Consciente de su limitacién, en el 17.°
congreso internacional de resistencias celebrado en Sitges
se ha presentado la validaciéon de una nueva version de
este sistema en la que se ha conseguido aumentar el nivel
de sensibilidad para detectar variantes minoritarias X4 o
R5X4 en torno al 0,3%4.

El hecho de haber sido elegido para evaluar el tropismo
de la gran mayoria de ensayos clinicos le ha permitido no
sélo ser el primer método validado, sino que ha demostra-
do su capacidad para la deteccion de diferentes subtipos
comoel A, B,C,D, Ey EA.
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Una caracteristica importante que hay que tener en
cuenta en este método es que se amplifica la envuelta com-
pleta del VIH del paciente. Este aspecto es relevante ya
que, aunque algunos autores aseguran que es la region V3
la principal responsable del tropismo viral, existen otras
regiones en la envuelta que han demostrado jugar un pa-
pel en el tropismo viral.

HIV-1 Phenoscript Env™ (VIRalliance, Paris, Francia)
Se trata de un ensayo para inhibidores de la entrada
que permite evaluar la susceptibilidad del VIH a estos
nuevos farmacos, asi como el tropismo viral. El fragmento
a amplificar va a ser diferente dependiendo del ensayo que
realizar. De manera que en el caso de la determinacién de

tropismo y resistencia a inhibidores de la entrada se am-
plifica una secuencia de la envuelta de 2.180 pb o la regién
V1-V3 del gen de la envuelta (900 pb) si inicamente se
quiere determinar el tropismo viral®. El producto ampli-
ficado se clona en un pldsmido pNL4-3 que tiene delecio-
nado el gen de la envuelta, en concreto gp120 y el ectodo-
minio de gp41, posiciones 6480-8263. La replicacién de los
virus recombinantes se producen en las células HEK293
por recombinacién homoéloga (fig. 2D). Este stock infecta
células U373MG-CD4 que expresan CCR5 0 CXCR4 y con-
tienen el cassette LTR-lacZ que permite la cuantificacion
de la infeccién tnica mediante un resultado colorimétrico
basado en la expresion de 3-galactosidasa inducida por
Tat.
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El principio del ensayo es muy similar al método de Tro-
file aunque difiere en la deteccién del resultado. La sensi-
bilidad para la deteccion de variantes minoritarias es del
5% y los resultados presentan una buena reproducibili-
dad. Una de las limitaciones que comparte con los otros
métodos que requieren de una amplificacién previa es la
incapacidad de amplificacién en muestras de pacientes
que presentan viremias inferiores a 2 log U/ml.

TropiTest VIH (Unidad de Inmunopatologia, Instituto de
Salud Carlos III-FISPE, Madrid)

Recientemente, se ha patentado un sistema basado en la
generacion de virus recombinantes con diferentes aplica-
ciones, una de las cuales estd dedicada a la determinacién
del tropismo viral??,

En el disefio de este método la estrategia radica princi-
palmente en la amplificacién completa del gen de la en-
vuelta del VIH del paciente; por otro lado, se ha generado
un vector que contiene el genoma del VIH a excepcién de la
envuelta y el gen de expresion luciferasa. El clon proviral
generado porta la envuelta del virus del paciente, el resto
de los genes del VIH y el gen de expresion de luciferasa.
Este clon proviral se transfecta a células 293T que generan
una produccién de virus recombinantes que se utiliza para
infectar células U87-CD4 con diferente expresion de corre-
ceptores.

La principal ventaja de este sistema es precisamente
que los virus recombinantes que se generan son virus de
ciclo multiple, lo que permite bajar el umbral de sensibili-
dad para la deteccion del poblaciones minoritarias a < 1%.
Otra ventaja que es compartida con el método de trofile
es que amplifican el gen completo de la envuelta.

Existen en marcha estudios en muestras clinicas que
van a permitir validar el sistema y, por tanto, si la valida-
cion resulta positiva, serd considerado un nuevo candidato
a la determinacién del tropismo viral. Poder disponer de
un método que presenta las ventajas de los métodos ante-
riores y mejora las limitaciones de otros métodos puede te-
ner una repercusién importante, entre otros, por el coste
de la determinacién que disminuiria considerablemente.

Otros ensayos

Sensi-Trop™ HIV Co-Receptor Tropism Assay (Pathway
Diagnostics, Malibu, California, Estados Unidos)

El método SensiTrop™ II Se basa en una mejora de un
sistema desarrollado por Pathway Diagnostics ya valida-
do. Una de las principales ventajas del sistema ademas
de su sensibilidad es la rapidez del ensayo que se ha esti-
mado en 2-4 dias. E]1 método ha sido presentado en el
CROI celebrado recientemente en Boston.*? En el mismo
congreso se presentaron los datos de un estudio en el que
se omparaban los resultados obtenidos con el método de
SensiTrop™ y los de Trofile™.*! En este estudio Sensi-
Trop™ mostré una peor sensibilidad para detectar varian-
tes DM/X4. Recientemente, se ha comunicado una mejora
en la sensibilidad del sistema que mejoraria esta sensibili-
dad para detectar variantes DM o X4 aunque hasta el mo-
mento no han sido publicados en ningiin medio cientifico.

Metodolégicamente se trata de una técnica de hibrida-
cién basada en la tecnologia de heteroduplex para identifi-
car la presencia de variantes X4 por la formacion y sepa-
raciéon de heterodiplex a sondas R5 trépicas. Una vez
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extraido el ARN viral se realiza una reaccion en cadena de
la polimerasa transcripcién inversa (RT-PCR) para am-
plificar la regién V3 de la envuelta viral y se somete a con-
diciones de hibridacién sobre sondas de ADN V3 trépicas.
Finalmente, se realiza una separacién por electroforesis y
los heteroduplex se detectan en gel de poliacrilamida.

Correlacion entre herramientas genotipicas
y fenotipicas

Los ensayos fenotipicos, a partir de aislados virales pri-
marios o virus recombinantes, se consideran actualmente
las herramientas maés fiables para la determinaci6n del
uso del correceptor en muestras clinicas. Sin embargo, se
trata de una metodologia muy sofisticada y laboriosa que
requiere de instalaciones especiales y personal muy cuali-
ficado. Las herramientas genotipicas, méas rapidas, senci-
llas de desarrollar y disponibles ampliamente en todos los
laboratorios especializados en el VIH, se presentan como
una interesante alternativa a la utilizacién de los ensayos
fenotipicos.

Actualmente existe un gran interés en conocer la exacti-
tud de las herramientas genotipicas para la determinacién
del uso del correceptor en muestras clinicas y evaluar su
posible utilizacién para tomar decisiones terapéuticas con
relacién a la prescripcién de maraviroc (MVC) o futuros
antagonistas de CCRS5.

Recientemente se han presentado diferentes estudios en
los que se comparan herramientas genotipicas y fenotipi-
cas para la determinacién del tropismo viral. Low et al'8
determinaron el tropismo viral utilizando diferentes algo-
ritmos genotipicos en 977 muestras clinicas de pacientes
naive a tratamiento antirretroviral en las que previamen-
te se habia determinado el tropismo utilizando el ensayo
fenotipico de Trofile (Monogram Biosciences, CA, Estados
Unidos). Aunque las herramientas genotipicas presenta-
ron una alta especificidad (88-97%) para la identificacién
de variantes X4-trépicas, la sensibilidad fue muy baja (22-
45%). Sin embargo, estudios posteriores realizados en
otros grupos de pacientes y utilizando otros ensayos feno-
tipicos han demostrado una mejor sensibilidad para la de-
teccién de variantes X4 utilizando métodos genotipicos
especificos'”1840, De estos estudios se ha concluido que los
mejores resultados de sensibilidad y especificidad para la
deteccion de variantes X4-trépicas se obtienen en pacien-
tes pretratados infectados con subtipos B, siendo
webPSSM el método genotipico que presenta los mejores
resultados de concordancia. Sin embargo, parece que las
herramientas genotipicas son menos sensibles para la de-
teccion de variantes X4-trépicas en muestras clinicas de
pacientes infectados con subtipo no-B.

Una de las limitaciones de los métodos genotipicos, con
respecto a los fenotipicos, tiene que ver con la identifica-
cién de las variantes duales R5X4, que pueden clasificarse
como dual-R o dual-X, dependiendo del correceptor que
utilizan las variantes virales con mayor eficiencia. Mien-
tras que los métodos fenotipicos son capaces de diferenciar
entre el fenotipo dual-R y dual-X, genotipicamente estas
variantes serian clasificadas como R5-trépicas y X4-trépi-
cas, respectivamente. Sin embargo, hasta el momento no
hay datos suficientes acerca del impacto clinico de la pre-
sencia de variantes dual-R en la respuesta a MVC.
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La utilizacién de herramientas genotipicas para la de-
terminacidn del tropismo en la practica clinica necesita
de mejoras y de la realizacién de evaluaciones adicionales
que comparen herramientas genotipicas y las fenotipicas
en un amplio ndmero de muestras clinicas para finalmen-
te decidir si estas herramientas podrian ser utilizadas
para tomar decisiones terapéuticas.

Conclusion

La determinacién del tropismo viral estd indicada an-
tes de la prescripcion de MVC en pacientes VIH positivos
con el fin de asegurar la eficacia virolégica de este nuevo
farmaco. Aunque los ensayos genotipicos son los métodos
de eleccion en la evaluacion de la resistencia a los farma-
cos antirretrovirales, en la determinacién del tropismo los
métodos fenotipicos, en concreto el método de Trofile™, es
el dnico aprobado actualmente para uso clinico. Existen
otros métodos fenotipicos pendientes de ser validados y
que podrian competir con Trofile™, ya que han demostra-
do presentar una sensibilidad parecida para la deteccién
de variantes X4-trépicas asociadas a fracaso terapéutico
con MVC. Los estudios de correlacién entre herramientas
genotipicas y fenotipicas nos indican que las herramientas
genotipicas actuales necesitan de mejoras y de la realiza-
cién de evaluaciones clinicas adicionales de su introduc-
cién en la practica clinica. De la misma forma, queda por
evaluar la concordancia entre los diferentes métodos fe-
notipicos disponibles en muestras clinicas para valorar su
utilizacién en la practica clinica y las posibles ventajas que
pueden ofrecer frente a Trofile™ que es el método de elec-
cién en la actualidad.
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