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DESCRIPCIÓN

Método para diseñar un régimen farmacológico para pacientes infectados con el VIH

Millones y millones de personas se han infectado con el virus de la inmunodeficiencia humana (“VIH”), el agente 
etiológico del síndrome de inmunodeficiencia adquirida (“SIDA”), desde principios de los años 80. El VIH/SIDA es 
ahora la causa principal de muerte en el África subsahariana, y es el cuarto asesino más importante a nivel mundial. 5
Al final de 2001, aproximadamente 40 millones de personas vivían con el VIH a nivel global.

Actualmente, se usan cinco clases de fármacos antirretrovirales para tratar la infección por el Virus de la 
Inmunodeficiencia Humana (VIH), es decir, inhibidores de la proteasa (PIs), dos clases de inhibidores de la 
transcriptasa inversa (inhibidores de la transcriptasa inversa nucleosídicos, abreviados como N-RTI, e inhibidores de 
la transcriptasa inversa no nucleosídicos, abreviados como NN-RTI), inhibidores de la entrada (inhibidores de la 10
fusión (FIs) y antagonistas correceptores), e inhibidores de la integrasa (INIs). Los inhibidores de la integrasa son 
una nueva clase prometedora de antirretrovirales que interfieren con la replicación del VIH al bloquear la capacidad 
del virus para integrarse en el material genético de células humanas. 

Los fármacos anti-VIH modernos se dirigen a diferentes etapas del ciclo de vida del VIH y a una variedad de 
enzimas esenciales para la replicación y/o supervivencia del VIH. Entre los fármacos que se han aprobado hasta 15
ahora para la terapia contra el SIDA están los inhibidores de la transcriptasa inversa nucleosídicos (“NRTIs”) tales 
como AZT, ddl, ddC, d4T, 3TC, y abacavir; inhibidores de la transcriptasa inversa nucleotídicos, tales como 
tenofovir; inhibidores de la transcriptasa inversa no nucleosídicos (“NNRTIs”), tales como nevirapina, efavirenz, y 
delavirdina; inhibidores de la proteasa (“PIs”), tales como darunavir, saquinavir, ritonavir, indinavir, nelfinavir, 
amprenavir, lopinavir y atazanavir; inhibidores de la fusión, tales como enfuvirtida, antagonistas correceptores tales 20
como maraviroc, e inhibidores de la integrasa tales como raltegravir.

No obstante, en la inmensa mayoría de sujetos, ninguno de los fármacos antivirales actualmente aprobados, ya sea 
solos o en combinación, demuestra ser eficaz para prevenir la progresión eventual de infección crónica por VIH a 
SIDA, o para tratar SIDA agudo. Este fenómeno es debido, en parte, a la velocidad elevada de mutación del VIH y a 
la aparición rápida de VIH mutante que es resistente a sustancias terapéuticas antivirales al administrar tales 25
fármacos a individuos infectados.

La proteína de la integrasa representa así una diana interesante para la investigación de inhibidores del VIH. La 
integrasa del VIH es necesaria para la integración del genoma vírico en el genoma de la célula hospedante, una 
etapa en el ciclo replicativo del virus. La integrasa del VIH es una proteína de alrededor de 32 KDa codificada por el 
gen pol, y es producida in vivo mediante escisión por proteasas de la proteína precursora de gag-pol durante la 30
producción de partículas virales. El proceso de integración tiene lugar tras la transcripción inversa del ARN viral. En 
primer lugar, la integrasa viral se une al ADN viral y elimina dos nucleótidos del extremo 3’ de las secuencias de 
repetición terminal larga (LTR) viral en cada hebra. Esta etapa se denomina procesamiento del extremo 3’, y ocurre 
en el citoplasma en un complejo nucleoproteico denominado el complejo pre-integración (PIC). En segundo lugar, en 
un proceso denominado transferencia de hebra, las dos hebras del ADN celular en el que se insertará el ADN viral, 35
el ADN diana, se escinden de una manera escalonada. Los extremos 3’ del ADN viral se ligan a los extremos 5’ del 
ADN diana escindido. Finalmente, las enzimas del hospedante probablemente reparan los espacios vacíos que 
quedan.

Al incrementar el número de compuestos anti-VIH disponibles como se mencionó anteriormente, aumentará 
continuamente el número de protocolos de tratamiento potenciales para pacientes infectados con el VIH. Muchos de 40
los compuestos actualmente disponibles se administran como parte de una terapia de combinación. La elevada 
complejidad de las opciones de tratamiento, acoplado con la capacidad del virus para desarrollar resistencia a 
inhibidores del VIH, requiere la evaluación frecuente de las estrategias de tratamiento. La capacidad para 
monitorizar de forma exacta la capacidad replicativa del virus en pacientes con un régimen farmacológico, y para 
usar esos datos para modificar las dosis o combinaciones de inhibidores, permite a los médicos reducir eficazmente 45
la formación de virus resistente al fármaco y proporcionar un tratamiento óptimo, personalizado para cada paciente.

En consecuencia, a medida que existen nuevos fármacos que se dirigen a nuevos polipéptidos del VIH, son muy 
necesarios los ensayos fenotípicos y genotípicos para determinar la resistencia o susceptibilidad del VIH que infecta 
a un paciente a tales nuevos fármacos anti-VIH.

Aunque los ensayos de fenotipado y de genotipado se han desarrollado y comercializado para genes de 50
transcriptasa inversa y de proteasa, los protocolos y ensayos para la evaluación de la resistencia farmacéutica frente 
al gen de la integrasa no se han desarrollado con éxito.

Por ejemplo, el amplicón usado en el Antivirogram® comercializado contiene los sitios de escisión de gag (p1/p7 y 
p1/p6), secuencias codificantes de PR (codón 1-99) y de RT (codón 1-400) respectivamente, dejando sin detectar al 
resto del gen de transcriptasa inversa del VIH relevante, y de forma más importante, al gen de la integrasa del VIH.55

D1 (Fikkert et al, J. of Virol 77, p 11459-11470, 2003) describe un método para la identificación de mutaciones en la 
región codificante de la integrasa. En esta referencia, solamente se ha amplificado la secuencia codificante de la 
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integrasa. 

La actual descripción describe un nuevo ensayo de genotipo y fenotipo para elucidar y/o evaluar nuevos inhibidores 
de la integrasa del VIH, pero también compuestos actualmente aprobados y experimentales que se dirigen contra la 
maduración, proteasa, transcriptasa inversa, y ARNasaH. Este ensayo permite estudiar mutaciones enlazadas y 
patrones mutacionales que ocurren bajo las terapias de HAART y experimentales. La selección de los cebadores 5
usados para la preparación del amplicón apropiado es debida a mutaciones y patrones mutacionales presentes en la 
secuencia del VIH, de la máxima importancia para desarrollar además un ensayo de genotipo y de fenotipo fiable y 
sensible.

En contraste con el amplicón mencionado anteriormente como se usa en el Antivirogram, el amplicón descrito en la 
actual invención y denominado fragmento de 5’ LTR-Vif contiene la región codificante de gag completa y de pol 10
completa (PR-RT-INT) (4588 pb en HXB2D, número de acceso de GenBank K03455).

Gag es una proteína del antígeno específico de grupo, que codifica las proteínas de la cápside estructurales. Las 
proteínas se producen como una poliproteína precursora de GAG, que es procesada por la proteasa viral. 

Otros amplicones usados en la actual invención son el amplicón que abarca los sitios de escisión de Gag p1/p7 y 
p1/p6, PR, RT, ARNasaH e INT (3202 pb), denominado como el fragmento de Pol, el amplicón que contiene la 15
secuencia codificante de Gag y PR (1980 pb), denominado como fragmento de Gag-PR, y el amplicón que contiene 
la secuencia codificante completa de RT, ARNasaH e INT (2898 pb), denominado fragmento de RT-INT.

La presente descripción comprende un método in vitro para diseñar un régimen farmacológico para un paciente 
infectado por VIH determinando la susceptibilidad fenotípica al VIH a al menos un fármaco, que comprende:

i) usar al menos una muestra que comprende ARN de VIH procedente de un paciente, en el que la muestra 20
comprende la secuencia codificante de transcriptasa inversa-integrasa de VIH; 

ii) transcribir de forma inversa y amplificar el ARN de VIH con cebadores específicos para la secuencia 
codificante de transcriptasa inversa-integrasa de VIH completa para obtener al menos un amplicón que 
comprende la secuencia codificante de transcriptasa inversa-integrasa de VIH completa, en el que al menos 
un cebador se selecciona de SEQ ID NO: 4-7;25

iii) generar un plásmido que comprende una secuencia de VIH de referencia con una supresión de la 
secuencia codificante de transcriptasa inversa-integrasa de VIH completa;

iv) preparar al menos un virus recombinante mediante recombinación o ligación entre al menos un amplicón 
obtenido en la etapa ii) y el plásmido que comprende la secuencia de VIH de referencia con una supresión de 
la secuencia codificante de transcriptasa inversa-integrasa de VIH completa obtenida en la etapa iii), y30

v) monitorizar el al menos un virus recombinante en presencia del al menos un fármaco para determinar la 
susceptibilidad fenotípica de VIH a al menos un fármaco,

en el que dicha susceptibilidad se determina mediante la fitopatogenicidad de dicho virus recombinante a células, o 
determinando la capacidad replicativa de dicho virus recombinante en presencia de al menos un fármaco.

La descripción también comprende un método in vitro para diseñar un régimen farmacológico para un paciente 35
infectado por VIH determinando la susceptibilidad fenotípica del VIH a al menos un fármaco, que comprende:

i) usar al menos una muestra que comprende ADN de VIH, en el que la muestra comprende la secuencia 
codificante de transcriptasa inversa-integrasa de VIH completa; 

ii) amplificar el ADN de VIH con cebadores específicos para la secuencia codificante de transcriptasa inversa-
integrasa de VIH completa para obtener al menos un amplicón que comprende la secuencia codificante de 40
transcriptasa inversa-integrasa de VIH completa, en el que al menos un cebador se selecciona de SEQ ID 
NO: 4-7;

iii) generar un plásmido que comprende una secuencia de VIH de referencia con una supresión de la 
secuencia codificante de transcriptasa inversa-integrasa de VIH completa;

iv) preparar al menos un virus recombinante mediante recombinación o ligación entre al menos un amplicón 45
obtenido en la etapa ii) y el plásmido que comprende la secuencia de VIH de referencia con una supresión de 
la secuencia codificante de transcriptasa inversa-integrasa de VIH completa obtenida en la etapa iii), y

v) monitorizar el al menos un virus recombinante en presencia del al menos un fármaco para determinar la 
susceptibilidad fenotípica de VIH a al menos un fármaco,

en el que dicha susceptibilidad se determina mediante la fitopatogenicidad de dicho virus recombinante a células, o 50
determinando la capacidad replicativa de dicho virus recombinante en presencia de al menos un fármaco.

E08701654
05-09-2017ES 2 639 568 T3

 



4

En la parte experimental se describen plásmidos, o algunas veces denominados vectores. La secuencia de VIH 
incorporada en el plásmido o vector se puede basar en la secuencia K03455. Se puede incorporar la secuencia de 
VIH completa, o solamente una parte de la misma. Un esqueleto plasmídico adecuado se puede seleccionar del 
grupo que incluye pUC, pSV o pGEM.

Para preparar un vector que contiene la secuencia codificante de transcriptasa inversa-integrasa de VIH 5
recombinante, el ARN de transcriptasa inversa-integrasa derivado del paciente se transcribe de forma inversa y se 
amplifica mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), después se inserta en un vector que contiene la 
secuencia genómica de VIH de tipo salvaje, pero que carece de la región codificante de transcriptasa inversa-
integrasa. Inicialmente se usaron diferentes combinaciones de cebadores para obtener las secuencias de ADN 
amplificadas a partir de muestras de pacientes. Las secuencias de 5’ a 3’ y los cebadores identificados como SEQ 10
ID NO: 4-7 usados con éxito para transcribir de forma inversa y amplificar mediante PCR la región codificante de 
transcriptasa inversa-integrasa se dan más abajo en la Tabla 7.

La transcripción inversa y la amplificación se pueden realizar con un único conjunto de cebadores. Como alternativa, 
se puede usar más de un conjunto de cebadores en un enfoque semianidado para transcribir de forma inversa y 
amplificar el material genético. Particularmente, en un enfoque anidado se usa más de un conjunto de cebadores. 15
Tras la generación del constructo recombinante, el virus quimérico se puede hacer crecer, y el título viral se puede 
determinar (expresado como dosis infecciosa del 50% del cultivo celular, CCID50) antes de proceder a la 
determinación de la susceptibilidad fenotípica.

“Quimérico” significa un constructo que comprende material de ácido nucleico de diferente origen, tal como, por 
ejemplo, una combinación de VIH de tipo salvaje con un virus de VIH de laboratorio, una combinación de secuencia 20
de VIH de tipo salvaje y una secuencia de VIH derivada de un paciente. El gen indicador, que codifica una señal 
indicativa de la replicación del virus en presencia de un fármaco, o indicativa de la susceptibilidad del virus en 
presencia de un fármaco, puede estar presente en las células que se cultivan, tales como células MT-4. Además, 
dicho gen indicador se puede incorporar en el constructo quimérico introducido en las células que se cultivan, o se 
puede introducir de forma separada. Los genes indicadores adecuados codifican proteínas fluorescentes, 25
particularmente proteína fluorescente verde (GFP) o mutantes de la misma, tal como eGFP (GFP potenciada).

El material genético se puede introducir en las células usando una variedad de técnicas conocidas en la técnica, 
incluyendo precipitación con fosfato de calcio, liposomas, infección viral, y electroporación. La monitorización se 
puede llevar a cabo en rendimiento elevado.

Un virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), como se usa aquí, se refiere a cualquier VIH, incluyendo cepas del 30
VIH de laboratorio, cepas del VIH de tipo salvaje, cepas del VIH mutantes, y cualquier muestra biológica que 
comprenda VIH, tal como un aislado clínico de VIH. Las cepas del VIH compatibles con la presente invención son 
aquellas cepas capaces de infectar mamíferos, particularmente seres humanos, tales como VIH-1 y VIH-2. Un 
paciente puede tener VIH en su cuerpo con diferentes mutaciones en el gen de la integrasa (IN). Se ha de entender 
que una muestra puede contener una variedad de diferentes VIH que contienen diferentes perfiles mutacionales en 35
el gen de IN. Una muestra se puede obtener, por ejemplo, de un individuo, de cultivos celulares, o se puede generar 
usando tecnología recombinante, o clonación. Las cepas virales usadas para obtener un plásmido son 
preferiblemente secuencias de tipo salvaje del VIH, tales como LAI o HXB2D. LAI, también conocida como IIIB, es 
una cepa del VIH de tipo salvaje. Un clon particular de la misma, esto significa una secuencia, es HXB2D. Esta 
secuencia se puede incorporar en un plásmido.40

En lugar de ARN viral, para los métodos descritos aquí se puede usar ADN de VIH, por ejemplo ADN proviral. En el 
caso de que se use ARN, es necesaria la transcripción inversa en ADN mediante una transcriptasa inversa 
adecuada. Los protocolos que describen el análisis del ARN también están abiertos al análisis del ADN. Sin 
embargo, si un protocolo comienza a partir de ADN, la persona experta en la técnica sabrá que no se necesita 
ninguna transcripción inversa. Los cebadores diseñados para amplificar la hebra de ARN también se hibridan a y 45
amplifican el ADN. La transcripción inversa y la amplificación también se pueden llevar a cabo con un único conjunto 
de cebadores. Adecuadamente, se puede usar un enfoque semianidado, y más adecuadamente un enfoque 
anidado, para transcribir de forma inversa y amplificar el material genético. El ácido nucleico se puede amplificar 
mediante técnicas tales como la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), amplificación a base de secuencias de 
ácidos nucleicos (NASBA), replicación de secuencia autosostenida (3SR), amplificación a base de transcripción 50
(TAS), reacción en cadena de la ligasa (LCR). Preferiblemente se usa la reacción en cadena de la polimerasa.

Se puede usar un tipo de muestra de paciente para obtener el gen de integrasa, tal como suero o tejido. El ARN viral 
se puede aislar usando métodos conocidos, como se describe en Boom, R. et al. (J. Clin. Microbiol. 28(3): 495-503 
(1990)). Como alternativa, se puede usar un número de métodos comerciales, tales como el kit de ARN viral 
QIAAMP® (Qiagen, Inc.) o la plataforma de extracción de ARN EasyMag (Biomérieux, Boxtel, Países Bajos), para 55
obtener ARN viral de fluidos corporales tales como plasma, suero, o fluidos libres de células. El ADN se puede 
obtener mediante procedimientos conocidos en la técnica (por ejemplo, Maniatis, 1989) y procedimientos 
comerciales (por ejemplo Qiagen).

“Amplicón” se refiere a la secuencia de transcriptasa inversa-integrasa amplificada y, cuando sea necesario, 
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transcrita de forma inversa.

Se debería entender que esta secuencia completa de transcriptasa inversa-integrasa puede ser de origen diverso, 
incluyendo plásmidos y material del paciente. Adecuadamente, el amplicón se obtiene de material del paciente.

Para los fines de la presente invención, el amplicón se denomina algunas veces como “constructo de ADN”. Una 
secuencia viral puede contener una o múltiples mutaciones frente a la secuencia de referencia de consenso dada 5
por HXB2D, número de acceso de GenBank K03455. Dicha secuencia, K03455, está presente en GenBank y está 
disponible a través de Internet. Una única mutación o una combinación de mutaciones se puede correlacionar con 
un cambio en la eficacia farmacéutica. Esta correlación puede ser indicativa de una susceptibilidad alterada, es 
decir, disminuida o incrementada, del virus para un fármaco. Dichas mutaciones también pueden influir en la 
capacidad de replicación.10

Un “fármaco” significa cualquier agente, tal como una sustancia quimioterapéutica, péptido, anticuerpo, antisentido, 
ribozima, y cualquier combinación de los mismos. Los ejemplos de fármacos incluyen inhibidores de proteasa, 
incluyendo darunavir, ritonavir, amprenavir, nelfinavir; inhibidores de la transcriptasa inversa, tales como nevirapina, 
delavirdina, AZT, zidovudina, didanosina; inhibidores de la integrasa; agentes que interfieren con la cubierta (tal 
como T-20).15

Tratamiento o régimen de tratamiento se refiere al manejo terapéutico de un individuo mediante la administración de 
fármacos. Para tratar a un individuo se pueden usar diferentes dosis de fármaco, esquemas de administración, vías 
de administración, y combinaciones.

Una alteración en la sensibilidad viral al fármaco se define como un cambio en la susceptibilidad de una cepa viral a 
dicho fármaco. La susceptibilidad se expresa generalmente como relaciones de valores de EC50 o EC90 (siendo el 20
valor de EC50 o EC90 la concentración de fármaco a la que el 50% o 90% respectivamente de la población viral es 
inhibida de replicarse) de una cepa viral bajo investigación, en comparación con la cepa de tipo salvaje. Por tanto, la 
susceptibilidad de una cepa viral frente a cierto fármaco se puede expresar como un cambio en número de veces en 
la susceptibilidad, en el que el cambio en número de veces deriva de la relación de, por ejemplo, los valores de EC50

de la cepa viral mutante en comparación con los valores de EC50 de tipo salvaje. En particular, la susceptibilidad de 25
una cepa o población viral también se puede expresar como resistencia de una cepa viral, en el que el resultado se
indica como un incremento en número de veces en EC50 en comparación con IC50 de tipo salvaje.

La IC50 es la concentración de fármaco a la que se inhibe el 50% de la actividad enzimática.

La susceptibilidad del VIH a un fármaco se evalúa determinando la citopatogenicidad del virus recombinante para las 
células, o determinando la capacidad replicativa del virus recombinante en presencia de al menos un fármaco, con 30
respecto a la capacidad replicativa de un VIH de tipo salvaje o de referencia.

En el contexto de esta invención, el efecto citopatogénico significa la viabilidad de las células en el cultivo en 
presencia de virus quiméricos. Las células se pueden escoger de células T, monocitos, macrófagos, células 
dendríticas, células de Langerhans, células madre hematopoyéticas o células precursoras, células MT4 y células 
PM-1. La citopatogenicidad se puede seguir, por ejemplo, microscópicamente, o la replicación se puede monitorizar 35
mediante la presencia de cualquier molécula informadora, incluyendo genes informadores. Un gen informador se 
define como un gen cuyo producto tiene capacidades informadoras. Las moléculas informadoras adecuadas 
incluyen sales de tetrazolio, proteínas fluorescentes verdes, beta-galactosidasa, cloranfenicol transferasa, fosfatasa 
alcalina, y luciferasa. En la bibliografía se describen varios métodos de evaluación citopatogénica, incluyendo 
evaluación fenotípica, que comprenden el ensayo de virus recombinante (Kellam y Larder, Antimicrob. Agents 40
Chemotherap. 1994, 38, 23-30, Hertogs et al. Antimicrob. Agents Chemotherap. 1998, 42, 269-276; Pauwels et al. J. 
Virol Methods 1988, 20, 309-321).

La susceptibilidad del VIH a un fármaco también se puede determinar mediante la capacidad replicativa del virus 
recombinante en presencia de al menos un fármaco, con respecto a la capacidad replicativa de un VIH de referencia 
o de tipo salvaje. La capacidad replicativa significa la capacidad del virus o constructo quimérico para crecer bajo 45
condiciones de cultivo. Esto se denomina algunas veces como capacidad de replicación. Las condiciones de cultivo 
pueden contener inductores que influyen en el crecimiento del virus, cuyos ejemplos son los fármacos. Los métodos 
para determinar la susceptibilidad pueden ser útiles para diseñar un régimen de tratamiento para un paciente 
infectado con el VIH. Por ejemplo, un método puede comprender determinar la capacidad replicativa de un aislado 
clínico de un paciente, y usar dicha capacidad replicativa para determinar un régimen farmacológico apropiado para 50
el paciente.

Los ensayos de fenotipado de la presente invención se pueden llevar a cabo con un rendimiento elevado usando, 
por ejemplo, una placa de microtitulación que contiene una variedad de fármacos anti-VIH. Los presentes ensayos 
se pueden usar para analizar la influencia de los cambios en el gen de gag-pol del VIH a cualquier tipo de fármaco 
útil para tratar VIH. Los ejemplos de fármacos anti-VIH que se pueden evaluar en este ensayo incluyen inhibidores 55
nucleosídicos y no nucleosídicos de la transcriptasa inversa, inhibidores nucleotídicos de la transcriptasa inversa, 
inhibidores de la proteasa, inhibidores de la maduración, inhibidores de ARNasaH e inhibidores de la integrasa, pero 
aquellos expertos en la técnica apreciarán que también se pueden evaluar otros tipos de compuestos antivirales. Los 
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resultados se pueden monitorizar mediante varios enfoques, incluyendo, pero sin limitarse a, cribado de la 
morfología, microscopía, y métodos ópticos, tales como, por ejemplo, absorbancia y fluorescencia. En estos ensayos 
se puede obtener un valor de IC50 para cada fármaco, y se puede usar para determinar la capacidad replicativa viral 
en presencia del fármaco. Aparte de la IC50, también se puede usar, por ejemplo, IC90. La capacidad replicativa de 
los virus se puede combinar con la de un virus de VIH de tipo salvaje para determinar un valor de la capacidad 5
replicativa relativo. Los datos procedentes de los ensayos fenotípicos se pueden usar posteriormente para predecir 
el comportamiento de un aislado de VIH particular frente a un fármaco dado en base a su genotipo.

Los ensayos de la presente invención se pueden usar para monitorización de fármacos terapéuticos. Dicho enfoque 
incluye una combinación de evaluación de la susceptibilidad, determinación del nivel de fármaco, y cálculo de un 
umbral. Dicho umbral se puede derivar a partir de un modelización farmacocinética a base de población (documento 10
WO 02/23186). El umbral es una concentración de fármaco necesaria para obtener un efecto terapéutico beneficioso 
in vivo. El nivel de fármaco in vivo se puede determinar usando técnicas tales como cromatografía de líquidos de 
altas prestaciones, cromatografía de líquidos, espectrometría de masas, o combinaciones de las mismas. La 
susceptibilidad del virus se puede derivar de fenotipado o interpretación de los resultados del genotipado, es decir, 
fenotipado virtual (documento WO 01/79540).15

Los ensayos de la presente invención pueden ser útiles para discriminar un fármaco eficaz de un fármaco ineficaz al 
establecer cortes, es decir, cortes biológicos (véase, por ejemplo, el documento WO 02/33402). Un corte biológico 
es específico del fármaco. Estos cortes se determinan tras fenotipar una gran población de individuos que contienen 
virus de tipo salvaje. El corte se deriva de la distribución del incremento en número de veces en la resistencia del 
virus para un fármaco particular.20

El genotipo de la región codificante de gag-pol derivada del paciente se puede determinar directamente a partir del 
ADN amplificado, es decir, el constructo de ADN, llevando a cabo la secuenciación del ADN. Como alternativa, la 
secuencia se puede obtener tras la subclonación en un vector adecuado. En este proceso se puede usar una 
variedad de enzimas y equipo de secuenciación comerciales. La eficiencia se puede incrementar determinando la 
secuencia de la región codificante de gag-pol en varias reacciones paralelas, cada una con un conjunto diferente de 25
cebadores. Tal proceso se podría llevar a cabo con un gran rendimiento sobre una placa de múltiples pocillos, por 
ejemplo. Se pueden usar sistemas de detección y análisis comercialmente disponibles para determinar y almacenar 
la información de secuencia para un análisis posterior.

La secuencia nucleotídica se puede obtener usando varios enfoques, incluyendo secuenciación de ácidos nucleicos. 
Esta secuenciación se puede llevar a cabo usando técnicas que incluyen enfoques a base de gel, espectrometría de 30
masas e hibridación. Sin embargo, a medida que se identifican más mutaciones relacionadas con la resistencia, se 
puede obtener la secuencia en ácidos nucleicos, codones o secuencias cortas particulares. Si se conoce una 
mutación asociada a una resistencia particular, la secuencia nucleotídica se puede determinar usando ensayos de 
hibridación (incluyendo biomatrices, ensayo LipA), espectrometría de masas, PCR específica de los alelos, o usando 
sondas o cebadores que discriminan entre la secuencia mutante y la de tipo salvaje. Un conjunto selecto de 35
cebadores de secuenciación incluye SEQ ID Nos: 11-44 y 55-58 respectivamente (Tabla 10). Esta selección 
particular tiene la ventaja de que permite la secuenciación de la secuencia codificante de gag-pol de VIH completa. 
En consecuencia, usando este conjunto de cebadores, se pueden detectar todas las posibles mutaciones que 
pueden aparecer en el gen de gag o pol del VIH.

El genotipo de gag-pol del paciente proporciona un medio adicional para determinar la susceptibilidad al fármaco de 40
una cepa vírica. El fenotipado es un proceso largo que requiere a menudo 2 o más semanas para lograrlo. Por lo 
tanto, se han desarrollado sistemas que permiten la predicción del fenotipo basado en los resultados genotípicos. 
Los resultados del genotipado se pueden interpretar junto con el fenotipado, y eventualmente se pueden someter a 
interrogación en bases de datos. Un sistema adecuado es el fenotipado virtual (documento WO 01/79540). En el 
proceso de fenotipado virtual, se pueden usar los genes de gag-pol completos. Como alternativa, se pueden usar 45
porciones de los genes. También se pueden usar combinaciones de mutaciones, preferentemente mutaciones 
indicativas de un cambio en la susceptibilidad del fármaco. Una combinación de mutaciones se denomina a veces 
como un punto caliente (véase, por ejemplo, el documento WO 01/79540). De forma breve, en el proceso de 
fenotipado virtual, el genotipo de una secuencia de gag-pol derivada de un paciente se puede correlacionar con la 
respuesta fenotípica de dicha secuencia de gag-pol derivada del paciente. Si no se lleva a cabo el fenotipado, la 50
secuencia se puede cribar frente a una colección de secuencias presentes en una base de datos. Se pueden 
recuperar secuencias idénticas, y la base de datos se interroga posteriormente para identificar si se conoce un 
fenotipo correspondiente para cualquiera de las secuencias recuperadas. En este último caso, se puede determinar 
un fenotipo virtual. Se puede preparar un informe que incluye la IC50 de la cepa viral para una o más terapias, la 
secuencia de la cepa bajo investigación, y los cortes biológicos.55

Según los métodos descritos aquí, se puede construir una base de datos que comprende datos genotípicos y 
fenotípicos de las secuencias de gag-pol del VIH, en el que la base de datos proporciona además una correlación 
entre genotipos y fenotipos, en el que la correlación es indicativa de la eficacia de un régimen farmacológico dado. 
Una base de datos de secuencias de gag-pol se puede crear y usar como se describe en el documento WO 
01/79540. Por ejemplo, tal base de datos se puede analizar en combinación con la información de la secuencia de 60
gag, pol, proteasa, transcriptasa inversa, o integrasa, y los resultados se pueden usar en la determinación de 
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estrategias de tratamiento apropiadas. Dicha base de datos que contiene una colección de genotipos, fenotipos y 
muestras para las que están disponibles el genotipo/fenotipo combinado, se puede usar para determinar el fenotipo 
virtual (véase más arriba). Además, en lugar de interrogar las secuencias de gag-pol completas, en tales bases de 
datos se pueden interrogar codones particulares que se correlacionan con un cambio en la susceptibilidad del virus 
al fármaco.5

Un cebador se puede escoger de SEQ ID Nº 1-10, 53 y 54. Un conjunto particular de cebadores es SEQ ID 1-4 y 53 
y 54. Para llevar a cabo el ensayo según la invención, se describen cebadores específicos para la región de gag-pol 
del genoma del VIH, tales como los cebadores descritos aquí, y sus homólogos. Las secuencias de cebadores 
enumeradas aquí se pueden marcar. De forma adecuada, este marcador se puede detectar usando fluorescencia, 
luminiscencia o absorbancia. El cebador para crear un constructo de supresión puede contener una porción que no 10
se hibride a una secuencia del VIH. Esa porción se puede usar para introducir un sitio de restricción único. De forma 
interesante, se pueden diseñar cebadores en los que el sitio de restricción único está parcialmente presente en la 
secuencia del VIH. Los cebadores se escogen de aquellos enumerados aquí, o tienen al menos 80% de homología 
según se determina mediante métodos conocidos por el experto en la técnica, tales como BLAST o FASTA.
Específicamente, la homología es al menos 90%, más específicamente, al menos 95%. Además, los cebadores 15
situados en la región de 50 nucleótidos (nt) en dirección 5’ o en dirección 3’ de las secuencias dadas aquí
constituyen parte de la invención. Especialmente, dicha región está 20 nucleótidos en dirección 5’ o en dirección 3’
de la posición en el genoma del VIH de las secuencias cebadoras dadas aquí. Como alternativa, los cebadores que 
comprenden al menos 8 bases consecutivas presentes en cualquiera de los cebadores descritos aquí constituyen 
una realización de la invención. De forma interesante, los cebadores comprenden al menos 12 bases consecutivas 20
presentes en cualquiera de los cebadores descritos aquí.

Ejemplos

Resumen general

Se generó un amplicón a partir de ARN viral de plasma derivado del paciente, mediante RT-PCR y PCR anidada. 
Este amplicón, denominado posteriormente como fragmento de 5’LTR-Vif, contiene la región codificante de Gag 25
completa y de Pol completa (PR-RT-INT) (4588 pb). Las secuencias de cebadores a lo largo del extremo 5’ del VIH-
1 permiten la determinación de la secuencia nucleotídica y al análisis genotípico de la resistencia a fármacos.

Se obtuvo un esqueleto de delta[Gag-Pol] (SEQ ID NO: 49) partiendo de un vector de VIH-1 que contiene eGFP en 
la región codificante de Nef. La clonación in vitro (usando BD In-Fusion™, Clontech Laboratories Inc.) entre el 
amplicón generado mediante PCR y el esqueleto de delta[Gag-Pol] dio como resultado un VIH-1 totalmente 30
competente en la replicación que se usó en experimentos para evaluar la resistencia fenotípica a fármacos.

Además, un amplicón que abarca los sitios de escisión de Gag p1/p7 y p1/p6, PR, RT, ARNasaH e INT (3202 pb), 
denominado como fragmento de Pol, se evaluó junto con un amplicón que contiene la secuencia codificante de Gag 
y PR (1980 pb) denominado como fragmento de Gag-PR, y un amplicón que contiene la secuencia codificante de 
RT, ARNasaH e INT completa (2898 pb), denominado fragmento de RT-INT.35

Para la evaluación fenotípica, se diseñaron respectivamente los esqueletos de VIH-1 delta[Pol] (SEQ ID NO: 52), 
delta[Gag-PR] (SEQ ID NO: 50) y delta[RT-INT] (SEQ ID NO: 51), que también contienen eGFP (proteína 
fluorescente verde potenciada) en Nef.

Protocolo para la amplificación del fragmento de 5’LTR-VIF

Partiendo de ARN recientemente preparado, derivado de un paciente, se mezclaron 5 l con 0,2 M de cebador 40
externo directo (5LTR_IF1 = SEQ ID NO: 1) y 0,2 M de cebador externo inverso (VIF_R2 = SEQ ID NO: 2), 
amortiguador de reacción Superscript™ 1x (que contiene 0,4 mM de cada dNTP y 2,5 mM de MgSO4) y 0,5 l de 
mezcla enzimática Superscript™ III HIFI, en un volumen total de 25 l (Tabla 1). La reacción de transcripción inversa 
se llevó a cabo a 53ºC durante 30 min., seguido de una desnaturalización inicial a 94ºC durante 2 min. A esto le 
siguió 30 ciclos de [desnaturalización a 92ºC durante 15 s, hibridación a 55ºC durante 30 s, y elongación a 68ºC 45
durante 5 min.]. La etapa de elongación final fue 10 min. a 68ºC (Tabla 2).

Subsiguientemente, se mezcló 1 l de producto de la PCR externa con 0,304 M de cebador interno directo 
(5LTR_F2 = SEQ ID NO: 3) y 0,304 M de cebador interno inverso (VIF_R5 = SEQ ID NO: 4), amortiguador de 
reacción Expand™ HIFI 1x, 0,2 l de dNTPs (0,2 mM) y 0,3 l de mezcla enzimática Expand™ HIFI (= 1,05 U) en un
volumen total de 25 l (Tabla 1).50

La reacción de PCR interna consiste en una desnaturalización inicial a 94ºC durante 2 min., seguido de 35 ciclos de 
[desnaturalización a 94ºC durante 15 s, hibridación a 61ºC durante 30 s, y elongación a 68ºC durante 5 min.]. La 
etapa de elongación final fue 10 min. a 68ºC (Tabla 2).

Todas las mezclas de reacción y muestras se mantuvieron en hielo durante la preparación. Los cebadores internos y 
externos usados para generar este amplicón se pueden encontrar en la Tabla 7.55
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Finalmente, se mezclaron 4 l de producto de la PCR con 2 l de colorante de carga, se cargaron en un gel de 
agarosa al 1% y se tiñeron con bromuro de etidio para la visualización.

Tabla 1: Composición de la mezcla de RT-PCR externa y de la mezcla de PCR interna para la amplificación del 
fragmento de 5’LTR-VIF.

Mezcla de RT-PCR externa 

componente volumen/muestra (l)

Agua DEPC 6,5

Amortiguador de reacción 2 x 12,5

Cebador 5LTR_IF1 (20 M) 0,25

Cebador VIF_R2 (20 M) 0,25

Superscript III HiFi 0,5

ARN 5

volumen total (l) 25

Mezcla de PCR interna

componente volumen/muestra (l)

Agua DEPC 20,24

Amortiguador de reacción 10 x 2,5

Cebador 5LTR_F2 (20 M) 0,38

Cebador VIF_R5 (20 M) 0,38

dNTP’s (25 mM) 0,2

Expand HiFi (3,5 U/l) 0,3

Muestra OUT 1

volumen total (l) 25

5

Tabla 2: Condiciones de ciclaje térmico para la PCR externa e interna para amplificación del fragmento de 5’LTR-
VIF.

Fragmento de 5’LTR-VIF de PCR externa Fragmento de 5’LTR-VIF de PCR interna

etapa temperatura (ºC) tiempo ciclos etapa temperatura (ºC) tiempo ciclos

1 53 30 min 1 94 2 min

2 94 2 min 2 94 15 s

3 92 15 s 3 61 30 s 35

4 55 30 s 30 4 68 5 min

5 68 5 min 5 68 10 min

6 68 10 min 6 4 mantener

7 4 mantener
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Protocolo para la amplificación del fragmento de Pol

Partiendo de ARN recientemente preparado derivado de un paciente, se mezclaron 5 l con 0,2 M de cebador 
externo directo (5’OUT = SEQ ID NO: 53) y 0,2 M de cebador externo inverso (VIF_R2 = SEQ ID NO: 2), 
amortiguador de reacción Superscript™ 1x (que contiene 0,4 mM de cada dNTP y 2,5 mM de MgSO4) y 0,5 l de 
mezcla enzimática Superscript™ III HIFI, en un volumen total de 25 l (Tabla 12). La reacción de transcripción 5
inversa se llevó a cabo a 53ºC durante 30 min., seguido de una desnaturalización inicial a 94ºC durante 2 min. Esto 
fue seguido de 30 ciclos de [desnaturalización a 92ºC durante 15 s, hibridación a 55ºC durante 30 s, y elongación a 
68ºC durante 3 min. 30 s]. La etapa de elongación final fue 10 min. a 68ºC (Tabla 13).

Subsiguientemente, se mezcló 1 l de producto de la PCR externa con 0,304 M de cebador interno directo (5’IN = 
SEQ ID NO: 54) y 0,304 M de cebador interno inverso (VIF_R5 = SEQ ID NO: 4), amortiguador de reacción 10
Expand™ HIFI 1x, 0,2 l de dNTPs (0,2 mM) y 0,3 l de mezcla enzimática Expand™ HIFI (= 1,05 U) en un volumen 
total de 25 l (Tabla 12).

La reacción de PCR interna consiste en una desnaturalización inicial a 94ºC durante 2 min., seguido de 35 ciclos de 
[desnaturalización a 94ºC durante 15 s, hibridación a 58ºC durante 30 s, y elongación a 68ºC durante 3 min. 30 s]. 
La etapa de elongación final fue 10 min. a 68ºC (Tabla 13).15

Todas las mezclas de reacción y muestras se mantuvieron en hielo durante la preparación. Los cebadores externos 
e internos usados para generar este amplicón se pueden encontrar en la Tabla 7.

Finalmente, se mezclaron 4 l de producto de la PCR con 2 l de colorante de carga, se cargaron en un gel de 
agarosa al 1% y se tiñeron con bromuro de etidio para la visualización.

Tabla 12: Composición de la mezcla de RT-PCR externa y de la mezcla de PCR interna para la amplificación del 20
fragmento de Pol.

Mezcla de RT-PCR externa 

componente volumen/muestra (l)

Agua DEPC 6,5

Amortiguador de reacción 2 x 12,5

Cebador 5LTR_IF1 (20 M) 0,25

Cebador VIF_R2 (20 M) 0,25

Superscript III HiFi 0,5

ARN 5

volumen total (l) 25

Mezcla de PCR interna

componente volumen/muestra (l)

Agua DEPC 20,24

Amortiguador de reacción 10 x 2,5

Cebador 5LTR_F2 (20 M) 0,38

Cebador VIF_R5 (20 M) 0,38

dNTP’s (25 mM) 0,2

Expand HiFi (3,5 U/l) 0,3

Muestra OUT 1

volumen total (l) 25
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Tabla 13: Condiciones de ciclaje térmico para la PCR externa e interna para amplificación del fragmento de Pol.

Fragmento de Pol de PCR externa Fragmento de Pol de PCR interna

etapa temperatura (ºC) tiempo ciclo etapa temperatura (ºC) tiempo ciclos

1 53 30 min 1 94 2 min

2 94 2 min 2 94 15 s

3 92 15 s 3 58 30 s 35

4 55 30 s 30 4 68 3 min 30 s

5 68 3 min 30 s 5 68 10 min

6 68 10 min 6 4 mantener

7 4 mantener

Protocolo para la amplificación del fragmento de RT-INT

Partiendo de ARN recientemente preparado derivado de un paciente, se mezclaron 5 l con 0,2 M de cebador 
externo directo (PR_F1 = SEQ ID NO: 5) y 0,2 M de cebador externo inverso (VIF_R3 = SEQ ID NO: 6), 5
amortiguador de reacción Superscript™ 1x (que contiene 0,4 mM de cada dNTP y 2,5 mM de MgSO4) y 0,5 l de 
mezcla enzimática Superscript™ III HIFI, en un volumen total de 25 l (Tabla 3). La reacción de transcripción inversa 
se llevó a cabo a 56ºC durante 30 min., seguido de una desnaturalización inicial a 94ºC durante 2 min. Esto fue 
seguido de 30 ciclos de [desnaturalización a 92ºC durante 15 s, hibridación a 62ºC durante 30 s, y elongación a 68ºC 
durante 3 min. 30 s]. La etapa de elongación final fue 10 min. a 68ºC (Tabla 4).10

Subsiguientemente, se mezcló 1 l de producto de la PCR externa con 0,304 M de cebador interno directo (PR_F3
= SEQ ID NO: 7) y 0,304 M de cebador interno inverso (VIF_R5 = SEQ ID NO: 4), amortiguador de reacción 
Expand™ HIFI 1x, 0,2 l de dNTPs (0,2 mM) y 0,3 l de mezcla enzimática Expand™ HIFI (= 1,05 U) en un volumen 
total de 25 l (Tabla 3).

La reacción de PCR interna consiste en una desnaturalización inicial a 94ºC durante 2 min., seguido de 35 ciclos de 15
[desnaturalización a 94ºC durante 15 s, hibridación a 60ºC durante 30 s, y elongación a 68ºC durante 3 min.]. La 
etapa de elongación final fue 10 min. a 68ºC (Tabla 4).

Todas las mezclas de reacción y muestras se mantuvieron en hielo durante la preparación. Los cebadores externos 
e internos usados para generar este amplicón se pueden encontrar en la Tabla 7.

Finalmente, se mezclaron 4 l de producto de la PCR con 2 l de colorante de carga, se cargaron en un gel de 20
agarosa al 1% y se tiñeron con bromuro de etidio para la visualización.

Tabla 3: Composición de la mezcla de RT-PCR externa y de la mezcla de PCR interna para la amplificación del 
fragmento de RT-INT.

Mezcla de RT-PCR externa 

componente volumen/muestra (l)

Agua DEPC 6,5

Amortiguador de reacción 2 x 12,5

PR_F1 (20 M) 0,25

VIF_R3 (20 M) 0,25

Superscript III HiFi 0,5

ARN 5

volumen total (l) 25
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Mezcla de PCR interna

componente volumen/muestra (l)

Agua DEPC 20,24

Amortiguador de reacción 10 x 2,5

PR_F3 (20 M) 0,38

VIF_R5 (20 M) 0,38

dNTP’s (25 mM) 0,2

Expand HiFi (3,5 U/l) 0,3

Muestra OUT 1

volumen total (l) 25

Tabla 4: Condiciones de ciclaje térmico para la PCR externa e interna para amplificación del fragmento de RT-INT.

Fragmento de RT-INT de PCR externa Fragmento de RT-INT de PCR interna

etapa temperatura (ºC) tiempo ciclos etapa temperatura (ºC) tiempo ciclos

1 53 30 min 1 94 2 min

2 94 2 min 2 94 15s

3 92 15s 3 60 30s 35

4 55 30s 30 4 68 3 min

5 68 3 min 30 s 5 68 10 min

6 68 10 min 6 4 mantener

7 4 mantener

Protocolo para la amplificación del fragmento de GAG-PR

Partiendo de ARN recientemente preparado derivado de un paciente, se mezclaron 5 l con 0,2 M de cebador 5
externo directo (EF1 = SEQ ID NO: 8) y 0,2 M de cebador externo inverso (Gaprout-R3 = SEQ ID NO: 9), 
amortiguador de reacción Superscript™ 1x (que contiene 0,4 mM de cada dNTP y 2,5 mM de MgSO4) y 0,5 l de 
mezcla enzimática Superscript™ III HIFI, en un volumen total de 25 l (Tabla 5). La reacción de transcripción inversa 
se llevó a cabo a 53ºC durante 30 min., seguido de una desnaturalización inicial a 94ºC durante 2 min. Esto fue 
seguido de 30 ciclos de [desnaturalización a 92ºC durante 15 s, hibridación a 55ºC durante 30 s, y elongación a 68ºC 10
durante 2 min. 30 s]. La etapa de elongación final fue 10 min. a 68ºC (Tabla 6).

Subsiguientemente, se mezcló 1 l de producto de la PCR externa con 0,304 M de cebador interno directo 
(5LTR_IF1 = SEQ ID NO:1) y 0,304 M de cebador interno inverso (Gaprout-R1 = SEQ ID NO: 10), amortiguador de 
reacción Expand™ HIFI 1x, 0,2 l de dNTPs (0,2 mM) y 0,3 l de mezcla enzimática Expand™ HIFI (= 1,05 U) en un 
volumen total de 25 l (Tabla 5). La reacción de PCR interna consiste en una desnaturalización inicial a 94ºC 15
durante 2 min., seguido de 35 ciclos de [desnaturalización a 94ºC durante 15 s, hibridación a 60ºC durante 30 s, y 
elongación a 72ºC durante 2 min.]. La etapa de elongación final fue 10 min. a 72ºC (Tabla 6).

Todas las mezclas de reacción y muestras se mantuvieron en hielo durante la preparación. Los cebadores externos 
e internos usados para generar este amplicón se pueden encontrar en la Tabla 7.

Finalmente, se mezclaron 4 l de producto de la PCR con 2 l de colorante de carga, se cargaron en un gel de 20
agarosa al 1% y se tiñeron con bromuro de etidio para la visualización.
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Tabla 5: Composición de la mezcla de RT-PCR externa y de la mezcla de PCR interna para la amplificación del 
fragmento de GAG-PR.

Mezcla de RT-PCR externa 

componente volumen/muestra (l)

Agua DEPC 6,5

Amortiguador de reacción 10 x 12,5

EF1 (20 M) 0,25

Gaprout-R3 (20 M) 0,25

Superscript III HiFi 0,5

ARN 5

volumen total (l) 25

Mezcla de PCR interna

componente volumen/muestra (µl)

Agua DEPC 20,24

Amortiguador de reacción 10 x 2,5

5LTR_IF1 (20 M) 0,38

Gaprout-R1 (20 M) 0,38

dNTP’s (25 mM) 0,2

Expand HiFi (3,5 U/l) 0,3

Muestra OUT 1

volumen total (l) 25

Tabla 6: Condiciones de ciclaje térmico para la PCR externa e interna para amplificación del fragmento de GAG-PR.

Fragmento de Gag-PR de PCR externa Fragmento de Gag-PR de PCR interna

etapa temperatura (ºC) tiempo ciclos etapa temperatura (ºC) tiempo ciclos

1 53 30 min 1 94 2 min

2 94 2 min 2 94 15 s

3 92 15 s 3 60 30 s 35

4 55 30 s 30 4 72 2 min

5 68 2 min 30 s 5 72 10 min

6 68 10 min 6 4 mantener

7 4 mantener
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Tabla 7: Secuencias de cebadores de todos los cebadores de amplificación y su posición en la referencia HXB2.

nombre del cebador secuencia del cebador de 5’ a 3’ posición en HXB2

EF1 CAA GTA GTG TGT GCC CGT CTG T 550 - 571

5LTR_IF1 TGG AAA ATC TCT AGC AGT GGC G 619 - 640

5LTR_F2 TCT CTA GCA GTG GCG CCC GAA CA 626 - 648

PR_F1 CCC TCA AAT CAC TCT TTG GCA ACG AC 2252 - 2277

PR_F3 GCT CTA TTA GAT ACA GGA GCA GAT G 2316 - 2340

VIF_R2 AGT GGG ATG TGT ACT TCT GAA C 5195 - 5216

VIF_R3 CTC CTG TAT GCA GAC CCC AAT ATG 5243 - 5266

VIF_R5 GGG ATG TGT ACT TCT GAA CTT 5193 - 5213

Gaprout-R3 CCA TTG TTT AAC TTT TGG GCC ATC C 2597 - 2621

Gaprout-R1 CCA TTC CTG GCT TTA ATT TTA CTG G 2574 - 2598

5’OUT GCC CCT AGG AAA AAG GGC TGT TGG 2008 - 2031

5’IN CTA GGA AAA AGG GCT GTT GGA AAT G 2012 - 2036

SEC ID Nº 1: (5LTR_IF1) TGG AAA ATC TCT AGC AGT GGC G

SEC ID Nº 2: (VIF_R2) AGT GGG ATG TGT ACT TCT GAA C

SEC ID Nº 3: (5LTR_F2) TCT CTA GCA GTG GCG CCC GAA CA5

SEC ID Nº 4: (VIF_R5) GGG ATG TGT ACT TCT GAA CTT

SEC ID Nº 5: (PR_F1) CCC TCA AAT CAC TCT TTG GCA ACG AC

SEC ID Nº 6: (VIF_R3) CTC CTG TAT GCA GAC CCC AAT ATG

SEC ID Nº 7: (PR_F3) GCT CTA TTA GAT ACA GGA GCA GAT G

SEC ID Nº 8: (EF1) CAA GTA GTG TGT GCC CGT CTG T10

SEC ID Nº 9: (Gaprout-R3) CCA TTG TTT AAC TTT TGG GCC ATC C

SEC ID Nº 10: (Gaprout-R1) CCA TTC CTG GCT TTA ATT TTA CTG G

SEC ID Nº 53 (5’OUT) GCC CCT AGG AAA AAG GGC TGT TGG

SEC ID Nº 54 (5’IN) CTA GGA AAA AGG GCT GTT GGA AAT G

Protocolo de secuenciación para todos los fragmentos mencionados antes15

Las reacciones de secuenciación se llevaron a cabo con el kit de secuenciación Big Dye Terminator Cycle 
Sequencing Kit v3.1 (Applied Biosystems). Cada mezcla de reacción (11,5 l) contenía: el amplicón (1 l), agua libre 
de ADNasa y ARNasa (3 l), mezcla de terminador Big Dye (1 l), cebador (4 l, 4 M), y amortiguador de dilución 
1x (1,0 M de Tris HCl, 1,0 M de MgCl2 y H2O) (Tabla 8). Todos los cebadores usados para la secuenciación 
nucleotídica de los diferentes fragmentos se dan en la Tabla 10.20

Las condiciones de la PCR fueron 25 ciclos de [10 segundos a 96ºC, 5 segundos a 50ºC, y 4 minutos a 60ºC],
seguido de un mantenimiento final a 4ºC y usando un ABI 9800 Fast Thermal Cycler (Applied Biosystems) (Tabla 9).

La purificación de las mezclas de reacción de secuenciación se llevó a cabo usando el kit de purificación DyeEX 
(Qiagen), según el protocolo del fabricante. La secuenciación se llevó a cabo usando un ABI3730 XL (Applied 
Biosystems), y las secuencias generadas se alinearon y se analizaron usando el software SeqScape v2.5 (Applied 25
Biosystems).
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Tabla 8: Composición de la mezcla de reacción de secuenciación.

composición de la mezcla para secuenciación

componente vol/muestra (l)

Agua DEPC 3

Amortiguador de dilución 2,5x 2,5

Mezcla de terminador Big Dye 1

cebador (4 M) 4

molde 1

volumen total (l) 11,5

Tabla 9: Condiciones de ciclaje térmico para la reacción de secuenciación.

programa de ciclaje térmico

etapa temp. tiempo nº de ciclos

1 96ºC 10 s 25

2 50ºC 5 s

3 60ºC 4 min

4 4ºC mantener

Tabla 10: Secuencias de cebadores de todos los cebadores de secuenciación y su posición en la referencia HXB2.5

Nombre del cebador Secuencia nucleotídica (5’ → 3’) Posición en HXB2

Cebadores directos

SEC ID Nº 11 5’LTR_F_631 AGCAGTGGCGCCCGAACAG 631-649

SEC ID Nº 12 F0 gag TTTGACTAGCGGGAGGCTAGAAG 761-782

SEC ID Nº 13 GAG_F_1070 TAAAAGACACCAAGGAAGC 1070-1088

SEC ID Nº 14 F10 gag AAGACACCAAGGAAGC 1073-1088

SEC ID Nº 15 F3 gag CATAGCAGGAACTACTAGTA 1494-1513

SEC ID Nº 16 GAG_F_1602 TAAAATAGTAAGAATGTATAGCCC 1602-1625

SEC ID Nº 17 F5 gag ATGACAGCATGTCAGGGAGT 1828-1847

SEC ID Nº 18 F1 GAGAGCTTCAGGTTTGGGG 2170-2188

SEC ID Nº 19 F5 CACTCTTTGGCAACGACCC 2261-2279

SEC ID Nº 20 PR_F2376 TGGAAACCAAAAATGATAGG 2376-2395

SEC ID Nº 21 F2 AATTGGGCCTGAAAATCC 2696-2713

SEC ID Nº 22 F3 CCTCCATTCCTTTGGATGGG 3222-3241

SEC ID Nº 23 RT_F_3681 GAAAGCATAGTAATATGGG 3681-3699

SEC ID Nº 24 IN_F_4074 CAACCAGATAAAAGTGAATCAG 4074-4095
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SEC ID Nº 25 IN-F-4540 TAGCAGGAAGATGGCCAGT 4540-4558

SEC ID Nº 26 Inseq3F GTAGACATAATAGCAACAGAC 4830-4850

SEC ID Nº 55 F7 GTACTGGATGTGGGTGATGC 2871-2890

SEC ID Nº 56 F8 GTGGGAAAATTGAATTGGG 3330-3348

SEC ID Nº 57 F3771 GCCACCTGGATTCCTGAGTG 3771-3790

Cebadores inversos

SEC ID Nº 27 R8 gag TCTTGTGGGGTGGCTCCTTC 1337-1318

SEC ID Nº 28 GAG_R_1316 TCTTGTGGGGTGGCTCCTTCTG 1337-1316

SEC ID Nº 29 R3 gag TCTACATAGTCTCTAAAGGG 1682-1663

SEC ID Nº 30 GAG_R_1825 ACTCCCTGACATGCTGTCATCAT 1847-1825

SEC ID Nº 31 R7 gag GTGGGGCTGTTGGCTCTGGT 2164-2145

SEC ID Nº 32 PR_R_2382 ATTCCCCCTATCATTTTTGG 2401-2382

SEC ID Nº 33 R8 GATAAAACCTCCAATTCC 2414-2397

SEC ID Nº 34 R3 CTTCCCAGAAGTCTTGAGTTC 2817-2797

SEC ID Nº 35 R6 GGAATATTGCTGGTGATCC 3030-3012

SEC ID Nº 36 RT_R_3304 TGTATGTCATTGACAGTCC 3322-3304

SEC ID Nº 37 R5 GGGTCATAATACACTCCATG 3511-3492

SEC ID Nº 38 R1 CTCCCACTCAGGAATCC 3794-3778

SEC ID Nº 39 RT_R_3964 CAGTCTTCTGATTTGTTG 3981-3964

SEC ID Nº 40 RT_R_4150 CTTTGTGTGCTGGTACCCATG 4170-4150

SEC ID Nº 41 RT_R_4380a GGACTACAGTCTACTTGTCCAATG 4402-4380

SEC ID Nº 42 Inseq2R CTGCCATTTGTACTGCTGTC 4767-4748

SEC ID Nº 43 IN_R_5042 ATCACCTGCCATCTGTTTTCCA 5063-5042

SEC ID Nº 44 VIF_R_5193 ATGTGTACTTCTGAACTT 5210-5193

SEC ID Nº 58 IN_R_4348 CTCCTTTTAGCTGACATTTATCAC 4371-4348

Creación de un esqueleto de HXB2D_eGFP_delta[GAG-POL] (SEQ ID NO: 49)

Este esqueleto contiene todos los elementos genéticos del VIH-1, excepto la región de GAG y POL completa. La 
recombinación entre este esqueleto de supresión de GAG-POL y el amplicón de 5’LTR-VIF dio como resultado un 
vector viral de VIH-1 totalmente funcional, que se usó en experimentos de transfección/infección.5

En primer lugar, pUC18 se digirió con las enzimas de restricción PstI y EcoRI. Subsiguientemente, se ligó un 
enlazador sintético de 35 pb, que contiene los sitios de restricción HpaI, SpeI, y SalI, en el plásmido pUC18 
linealizado con PstI/EcoRI, creando pUC18-LINK. A continuación, HXB2D_eGFP (el vector original de VIH-1 
totalmente competente en la replicación, que contiene eGFP en Nef) se digirió con HpaI y SalI (denominado vector 
C), cortando la parte de 5’ del genoma del VIH-1 (5’LTR, GAG, POL, VIF) (desde el nucleótido 15223 hasta 5786, en 10
comparación con la referencia HXB2), denominado fragmento A. El fragmento A se clonó entonces en el plásmido
pUC18-LINK digerido con HpaI/SalI. Se diseñaron cebadores de la PCR que son complementarios a los extremos de 
5’ y 3’ del amplicón de 5’LTR-Vif, y se usaron en una reacción de “PCR inversa” (iPCR) para “volver a crear” la 
secuencia nucleotídica que se eliminó en exceso durante la digestión con HpaI/SalI (es decir, la secuencia entre el 
sitio de unión al cebador y el sitio de restricción). Estos cebadores de la PCR inversa se extendieron con las 15
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secuencias nucleotídicas de dos sitios de restricción (es decir, PacI y SnaBI) para la linealización posterior del
esqueleto. Finalmente, se llevó a cabo la digestión con HpaI/SalI sobre el producto de la iPCR, y el fragmento de 
HpaI/SalI cortado (fragmento B) se clonó nuevamente en el vector HXB2D-eGFP original digerido con Hpal/SalI 
(vector C) (véase la Figura 1, 2, 3).

Creación del esqueleto de HXB2D_eGFP_delta[POL] (SEQ ID NO: 52)5

Este esqueleto contiene todos los elementos genéticos de VIH-1, excepto la región de Pol completa. La 
recombinación entre el esqueleto de supresión de Pol y el amplicón de Pol dio como resultado un vector viral de 
VIH-1 totalmente funcional, que se usó en experimentos de transfección/infección.

En primer lugar, pUC18 se digirió con las enzimas de restricción PstI y EcoRI. Subsiguientemente, se ligó un 
enlazador sintético de 35 pb, que contiene los sitios de restricción HpaI, SpeI, y SalI, en el plásmido pUC18 10
linealizado con PstI/EcoRI, creando pUC18-LINK. A continuación, HXB2D_eGFP (el vector original de VIH-1 
totalmente competente en la replicación, que contiene eGFP en Nef) se digirió con HpaI y SalI (denominado vector 
C), cortando la parte de 5’ del genoma del VIH-1 (5’LTR, GAG, POL, VIF) (desde el nucleótido 15223 hasta 5786, en 
comparación con la referencia HXB2), denominado fragmento A. El fragmento A se clonó entonces en el plásmido 
pUC18-LINK digerido con HpaI/SalI. Se diseñaron cebadores de la PCR que son complementarios a los extremos de 15
5’ y 3’ del amplicón de Pol, y se usaron en una reacción de “PCR inversa” (iPCR) para “volver a crear” la secuencia 
nucleotídica que se eliminó en exceso durante la digestión con HpaI/SalI (es decir, la secuencia entre el sitio de 
unión al cebador y el sitio de restricción). Estos cebadores de la PCR inversa se extendieron con las secuencias 
nucleotídicas de dos sitios de restricción (es decir, PacI y SnaBI) para la linealización posterior del esqueleto. 
Finalmente, se llevó a cabo la digestión con HpaI/SalI sobre el producto de la iPCR, y el fragmento de HpaI/SalI 20
cortado (fragmento P) se clonó nuevamente en el vector HXB2D-eGFP original digerido con Hpal/SalI (vector C) 
(véase la Figura 12 y 13).

Creación del esqueleto de HXB2D_eGFP_delta[RT-INT] (SEQ ID NO: 51)

Este esqueleto contiene todos los elementos genéticos de VIH-1, excepto la región de RT e INT completa. La 
recombinación entre el esqueleto de supresión de RT-INT y el amplicón de RT-INT dio como resultado un vector 25
viral de VIH-1 totalmente funcional, que se usó en experimentos de transfección/infección.

En primer lugar, pUC18 se digirió con las enzimas de restricción PstI y EcoRI. Subsiguientemente, se ligó un 
enlazador sintético de 35 pb, que contiene los sitios de restricción HpaI, SpeI, y SalI, en el plásmido pUC18 
linealizado con PstI/EcoRI, creando pUC18-LINK. A continuación, HXB2D_eGFP (el vector original de VIH-1 
totalmente competente en la replicación, que contiene eGFP en Nef) se digirió con SpeI y SalI (denominado vector 30
Z), cortando la mayoría de POL y de VIF del genoma del VIH-1 (desde el nucleótido 1507 hasta 5786, en 
comparación con la referencia HXB2), denominado fragmento X. El fragmento X se clonó entonces en el plásmido 
pUC18-LINK digerido con SpeI/SalI. Se diseñaron cebadores de la PCR que son complementarios a los extremos de 
5’ y 3’ del amplicón de RT-INT, y se usaron en una reacción de “PCR inversa” (iPCR) para “volver a crear” la 
secuencia nucleotídica que se eliminó en exceso durante la digestión con SpeI/SalI (es decir, la secuencia entre el 35
sitio de unión al cebador y el sitio de restricción). 

Finalmente, se llevó a cabo la digestión con SpeI/SalI sobre el producto de la iPCR, y el fragmento de SpeI/SalI 
cortado (fragmento Y) se clonó nuevamente en el vector HXB2D-eGFP original digerido con Spel/SalI (vector Z) 
(véase la Figura 4, 5, 6).

Creación del esqueleto de HXB2D_eGFP_delta[GAG-PR] (SEQ ID NO: 50)40

Este esqueleto contiene todos los elementos genéticos de VIH-1, excepto la región de GAG y PR completa. La 
recombinación entre el esqueleto de supresión de GAG-PR y el amplicón de GAG-PR dio como resultado un vector 
viral de VIH-1 totalmente funcional, que se usó en experimentos de transfección/infección.

En primer lugar, pUC18 se digirió con las enzimas de restricción PstI y EcoRI. Subsiguientemente, se ligó un 
enlazador sintético de 35 pb, que contiene los sitios de restricción HpaI, SpeI, y SalI, en el plásmido pUC18 45
linealizado con PstI/EcoRI, creando pUC18-LINK. A continuación, HXB2D_eGFP (el vector original de VIH-1 
totalmente competente en la replicación, que contiene eGFP en Nef) se digirió con HpaI y SalI (denominado vector 
C), cortando la parte de 5’ del genoma del VIH-1 (5’LTR, GAG, POL, VIF) (desde el nucleótido 15223 hasta 5786, en 
comparación con la referencia HXB2), denominado fragmento A. El fragmento A se clonó entonces en el plásmido 
pUC18-LINK digerido con HpaI/SalI. Se diseñaron cebadores de la PCR que son complementarios a los extremos de 50
5’ y 3’ del amplicón de GAG-PR, y se usaron en una reacción de “PCR inversa” (iPCR) para “volver a crear” la 
secuencia nucleotídica que se eliminó en exceso durante la digestión con HpaI/SalI (es decir, la secuencia entre el 
sitio de unión al cebador y el sitio de restricción). Finalmente, se llevó a cabo la digestión con HpaI/SalI sobre el 
producto de la iPCR, y el fragmento de HpaI/SalI cortado (fragmento ALFA) se clonó nuevamente en el vector 
HXB2D-eGFP original digerido con Hpal/SalI (vector C) (véase la Figura 7, 8, 9).55

Enfoque de ensayo fenotípico
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Tras la linealización del esqueleto de HXB2D_eGFP_delta Gag-Pol, Gag-PR y RT-INT descrita anteriormente, el 
amplicón purificado respectivo se clonó en el esqueleto apropiado usando la tecnología In-Fusion™ (Clontech, 
Mountain view, California), y se transformó subsiguientemente en células MAX Efficiency® Stbl2™ (Invitrogen, 
Merelbeke, Bélgica). Tras la preparación del ADN ya sea a partir de clones o de la placa completa, los genomas del 
VIH recombinantes de longitud completa se transfectaron a células MT4. A un CPE completo, los lotes de virus 5
recombinante se cosecharon, se titularon y se sometieron a un experimento antiviral.

En la siguiente sección se describen los 3 ensayos de fenotipado (GAG-POL, GAG-PR y RT-INT). En la Figura 10 se 
muestra el diseño de los experimentos.

Los tres esqueletos, HXB2D_eGFP_delta [GAG-POL] (SEQ ID NO: 49), HXB2D_eGFP_delta [GAG-PR] (SEQ ID 
NO: 50) y HXB2D_eGFP_delta [RT-INT] (SEQ ID NO: 51), se linealizaron mediante digestión con SnaBI y PacI. Tras 10
la purificación, para cada esqueleto, se recombinaron 100 ng de vector linealizado con tres amplicones de la PCR 
diferentes (3x amplicones 5’LTR-VIF, 3x amplicones GAG-PR o 3x amplicones RT-INT) en una relación molar de 
vector/inserto de 1/10 usando reactivos In-Fusion. Después, las mezclas de In-Fusion se transformaron con células 
MAX Efficiency Stb12 y se incubaron durante 24 h a 30ºC. El día después, las colonias se cribaron en busca de la 
presencia del plásmido recombinante total mediante una PCR de colonia dúplex usando los cebadores mostrados en 15
la Tabla 11 (SEQ ID NOs: 45-48).

Como ejemplo, los recombinantes completos generaron dos fragmentos (493 pb y 217 pb), mientras que los 
vectores recircularizados que no contienen insertos, generaron solamente un fragmento (300 pb para delta_[GAG-
POL], 200 pb para delta_[GAG-PR] y 500 pb para delta_[RT-INT]).

En general, los recombinantes del VIH de longitud completa se obtuvieron para todos los esqueletos y para todos los 20
amplicones ensayados.

Para el ensayo de GAG-POL, se obtuvieron dos recombinantes completos para la muestra 1 y 2, y tres 
recombinantes para la muestra 3. 

Para el esqueleto de GAG-PR, se generaron dos recombinantes para la muestra 1, un recombinante para la muestra 
2, y ocho recombinantes para la muestra 3.25

Para el esqueleto de RT-INT, se generaron cinco recombinantes completos para la muestra 1, siete recombinantes 
para la muestra 2, y dos para la muestra 3.

Todos los clones recombinantes (con un máximo de cinco por muestra) se hicieron crecer toda la noche en LB-
ampicilina a 30ºC para preparar ADN a partir de (27 en total). Se preparó ADN miniprep usando el miniprep Qiaprep 
Spin (Qiagen), y se comprobó mediante digestión con la enzima de restricción HindIII. Comparando el patrón de 30
digestión con HindIII de los clones con el de los esqueletos de supresión y con el del vector HXB2D_eGFP parental 
de longitud completa, los 27 clones contenían genomas del VIH de longitud completa. Los 27 clones se transfectaron 
a células MT4 usando la técnica de nucleofección Amaxa, y se evaluaron para determinar su efecto citopático 
(CPE). En total, 18 clones alcanzaron un CPE completo (efecto citopatogénico) durante el tiempo de evaluación (11 
días), y se usaron para experimentos de infección posteriores: 16 clones generaron CPE completo después de 4 35
días, 1 clon después de 5 días, y 1 clon después de 11 días. Los otros 9 clones no mostraron infección sustancial 
después de 11 días, y no se usaron para análisis posterior. Los 18 RVS (lotes de virus recombinante) cosechados se 
titularon y se sometieron a un experimento antiviral (AVE) a una MOI (multiplicidad de infección) estandarizada 
usando inhibidores de proteasa y de RT aprobados por la FDA, e inhibidores de la maduración (PA-457) y de la 
integrasa (GS-9137, L870.810 y L731.988) experimentales. Después de 3 días de infección, se cuantificaron las 40
señales de infección de la GFP (proteína fluorescente verde), y se calcularon las curvas de respuesta frente a la 
dosis. Solamente 1 de 18 muestras no generó expresión significativa de GFP por encima del fondo; los otros 17 RVS 
se fenotiparon con éxito para todos los fármacos ensayados. Como ejemplo, la Figura 11 muestra las curvas de 
respuesta frente a la dosis de 1 RVS de GAG-POL para todos los fármacos ensayados.

Tabla 11: Secuencias de cebadores de los cebadores usados para la PCR de colonia, y su posición en la referencia 45
HXB2.

nombre del cebador secuencia del cebador de 5’ a 3’ Posición en HXB2

SEC ID Nº 45: HXB2_5LTR_F_422 CTG CAT ATA AGC AGC TGC TTT TTG 422-445

SEC ID Nº 46: GAG_R_895 TCT AGC TCC CTG CTT GCC CA 895-914

SEC ID Nº 47: IN_F_5052 ATG GCA GGT GAT GAT TGT GTG G 5052-5073

SEC ID Nº 48: HXB2_VIF_R_5247 TTC TCC TGT ATG CAG ACC CCA A 5247-5268
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<110> Virco BVBA

<120> Método para diseñar un régimen farmacológico para pacientes infectados con el VIH

<130> VIP 027 PCT

<150> EP07101037.5

< 151> 2007-01-235

<150> EP07102423.6

< 151> 2007-02-15

<160> 58

<170> PatentIn version 3.3

<210> 110

< 211> 22

< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>

< 223> Ácido nucleico de VIH-1 lineal/cebadores15

<400> 1

tggaaaatct ctagcagtgg cg 22

<210> 2

< 211> 22

< 212> ADN20

< 213> Artificial

<220>

< 223> Ácido nucleico de VIH-1 lineal/cebadores

<400> 2

agtgggatgt gtacttctga ac 2225

<210> 3

< 211> 23

< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>30

< 223> Ácido nucleico de VIH-1 lineal/cebadores

<400> 3

tctctagcag tggcgcccga aca 23

<210> 4

< 211> 2135

< 212> ADN

< 213> Artificial
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<220>

< 223> Ácido nucleico de VIH-1 lineal/cebadores

<400> 4

gggatgtgta cttctgaact t 21

<210> 55

< 211> 26

< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>

< 223> Ácido nucleico de VIH-1 lineal/cebadores10

<400> 5

ccctcaaatc actctttggc aacgac 26

<210> 6

< 211> 24

< 212> ADN15

< 213> Artificial

<220>

< 223> Ácido nucleico de VIH-1 lineal/cebadores

<400> 6

ctcctgtatg cagaccccaa tatg 2420

<210> 7

< 211> 25

< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>25

< 223> Ácido nucleico de VIH-1 lineal/cebadores

<400> 7

gctctattag atacaggagc agatg 25

<210> 8

< 211> 2230

< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>

< 223> Ácido nucleico de VIH-1 lineal/cebadores

<400> 835

caagtagtgt gtgcccgtct gt 22

<210> 9
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< 211> 25

< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>

< 223> Ácido nucleico de VIH-1 lineal/cebadores5

<400> 9

ccattgttta acttttgggc catcc 25

<210> 10

< 211> 25

< 212> ADN10

< 213> Artificial

<220>

< 223> Ácido nucleico de VIH-1 lineal/cebadores

<400> 10

ccattcctgg ctttaatttt actgg 2515

<210> 11

< 211> 19

< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>20

< 223> Ácido nucleico de VIH-1 lineal/cebadores

<400> 11

agcagtggcg cccgaacag 19

<210> 12

< 211> 2325

< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>

< 223> Ácido nucleico de VIH-1 lineal/cebadores

<400> 1230

tttgactagc gggaggctag aag 23

<210> 13

< 211> 19

< 212> ADN

< 213> Artificial35

<220>

< 223> Ácido nucleico de VIH-1 lineal/cebadores
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<400> 13

taaaagacac caaggaagc 19

<210> 14

< 211> 16

< 212> ADN5

< 213> Artificial

<220>

< 223> Ácido nucleico de VIH-1 lineal/cebadores

<400> 14

aagacaccaa ggaagc 1610

<210> 15

< 211> 20

< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>15

< 223> Ácido nucleico de VIH-1 lineal/cebadores

<400> 15

catagcagga actactagta 20

<210> 16

< 211> 2420

< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>

< 223> Ácido nucleico de VIH-1 lineal/cebadores

<400> 1625

taaaatagta agaatgtata gccc 24

<210> 17

< 211> 20

< 212> ADN

< 213> Artificial30

<220>

< 223> Ácido nucleico de VIH-1 lineal/cebadores

<400> 17

atgacagcat gtcagggagt 20

<210> 1835

< 211> 19

< 212> ADN
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< 213> Artificial

<220>

< 223> Ácido nucleico de VIH-1 lineal/cebadores

<400> 18

gagagcttca ggtttgggg 195

<210> 19

< 211> 19

< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>10

< 223> Ácido nucleico de VIH-1 lineal/cebadores

<400> 19

cactctttgg caacgaccc 19

<210> 20

< 211> 2015

< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>

< 223> Ácido nucleico de VIH-1 lineal/cebadores

<400> 2020

tggaaaccaa aaatgatagg 20

<210> 21

< 211> 18

< 212> ADN

< 213> Artificial25

<220>

< 223> Ácido nucleico de VIH-1 lineal/cebadores

<400> 21

aattgggcct gaaaatcc 18

<210> 2230

< 211> 20

< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>

< 223> Ácido nucleico de VIH-1 lineal/cebadores35

<400> 22

cctccattcc tttggatggg 20
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<210> 23

< 211> 19

< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>5

< 223> Ácido nucleico de VIH-1 lineal/cebadores

<400> 23

gaaagcatag taatatggg 19

<210> 24

< 211> 2210

< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>

< 223> Ácido nucleico de VIH-1 lineal/cebadores

<400> 2415

caaccagata aaagtgaatc ag 22

<210> 25

< 211> 19

< 212> ADN

< 213> Artificial20

<220>

< 223> Ácido nucleico de VIH-1 lineal/cebadores

<400> 25

tagcaggaag atggccagt 19

<210> 2625

< 211> 21

< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>

< 223> Ácido nucleico de VIH-1 lineal/cebadores30

<400> 26

gtagacataa tagcaacaga c 21

<210> 27

< 211> 20

< 212> ADN35

< 213> Artificial

<220>
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< 223> Ácido nucleico de VIH-1 lineal/cebadores

<400> 27

tcttgtgggg tggctccttc 20

<210> 28

< 211> 225

< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>

< 223> Ácido nucleico de VIH-1 lineal/cebadores

<400> 2810

tcttgtgggg tggctccttc tg 22

<210> 29

< 211> 20

< 212> ADN

< 213> Artificial15

<220>

< 223> Ácido nucleico de VIH-1 lineal/cebadores

<400> 29

tctacatagt ctctaaaggg 20

<210> 3020

< 211> 23

< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>

< 223> Ácido nucleico de VIH-1 lineal/cebadores25

<400> 30

actccctgac atgctgtcat cat 23

<210> 31

< 211> 20

< 212> ADN30

< 213> Artificial

<220>

< 223> Ácido nucleico de VIH-1 lineal/cebadores

<400> 31

gtggggctgt tggctctggt 2035

<210> 32

< 211> 20
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< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>

< 223> Ácido nucleico de VIH-1 lineal/cebadores

<400> 325

attcccccta tcatttttgg 20

<210> 33

< 211> 18

< 212> ADN

< 213> Artificial10

<220>

< 223> Ácido nucleico de VIH-1 lineal/cebadores

<400> 33

gataaaacct ccaattcc 18

<210> 3415

< 211> 21

< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>

< 223> Ácido nucleico de VIH-1 lineal/cebadores20

<400> 34

cttcccagaa gtcttgagtt c 21

<210> 35

< 211> 19

< 212> ADN25

< 213> Artificial

<220>

< 223> Ácido nucleico de VIH-1 lineal/cebadores

<400> 35

ggaatattgc tggtgatcc 1930

<210> 36

< 211> 19

< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>35

< 223> Ácido nucleico de VIH-1 lineal/cebadores

<400> 36
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tgtatgtcat tgacagtcc 19

<210> 37

< 211> 20

< 212> ADN

< 213> Artificial5

<220>

< 223> Ácido nucleico de VIH-1 lineal/cebadores

<400> 37

gggtcataat acactccatg 20

<210> 3810

< 211> 17

< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>

< 223> Ácido nucleico de VIH-1 lineal/cebadores15

<400> 38

ctcccactca ggaatcc 17

<210> 39

< 211> 18

< 212> ADN20

< 213> Artificial

<220>

< 223> Ácido nucleico de VIH-1 lineal/cebadores

<400> 39

cagtcttctg atttgttg 1825

<210> 40

< 211> 21

< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>30

< 223> Ácido nucleico de VIH-1 lineal/cebadores

<400> 40

ctttgtgtgc tggtacccat g 21

<210> 41

< 211> 2435

< 212> ADN

< 213> Artificial
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<220>

< 223> Ácido nucleico de VIH-1 lineal/cebadores

<400> 41

ggactacagt ctacttgtcc aatg 24

<210> 425

< 211> 20

< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>

< 223> Ácido nucleico de VIH-1 lineal/cebadores10

<400> 42

ctgccatttg tactgctgtc 20

<210> 43

< 211> 22

< 212> ADN15

< 213> Artificial

<220>

< 223> Ácido nucleico de VIH-1 lineal/cebadores

<400> 43

atcacctgcc atctgttttc ca 2220

<210> 44

< 211> 18

< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>25

< 223> Ácido nucleico de VIH-1 lineal/cebadores

<400> 44

atgtgtactt ctgaactt 18

<210> 45

< 211> 2430

< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>

< 223> Ácido nucleico de VIH-1 lineal/cebadores

<400> 4535

ctgcatataa gcagctgctt tttg 24

<210> 46
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< 211> 20

< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>

< 223> Ácido nucleico de VIH-1 lineal/cebadores5

<400> 46

tctagctccc tgcttgccca 20

<210> 47

< 211> 22

< 212> ADN10

< 213> Artificial

<220>

< 223> Ácido nucleico de VIH-1 lineal/cebadores

<400> 47

atggcaggtg atgattgtgt gg 2215

<210> 48

< 211> 22

< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>20

< 223> Ácido nucleico de VIH-1 lineal/cebadores

<400> 48

ttctcctgta tgcagacccc aa 22

<210> 49

< 211> 1099225

< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>

< 223> Ácido nucleico de VIH-1 circular

<400> 49 30
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<210> 50

< 211> 136005

< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>
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< 223> Ácido nucleico de VIH-1 circular

<400> 50 

E08701654
05-09-2017ES 2 639 568 T3

 



36

E08701654
05-09-2017ES 2 639 568 T3

 



37

E08701654
05-09-2017ES 2 639 568 T3

 



38

E08701654
05-09-2017ES 2 639 568 T3

 



39

E08701654
05-09-2017ES 2 639 568 T3

 



40

E08701654
05-09-2017ES 2 639 568 T3

 



41

<210> 51

< 211> 12682

< 212> ADN

< 213> Artificial5

<220>

< 223> Ácido nucleico de VIH-1 circular

<400> 51 

10
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<210> 52

< 211> 123785

< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>
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< 223> Ácido nucleico de VIH-1 circular

<400> 52 
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<210> 53
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< 211> 24

< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>

< 223> Ácido nucleico de VIH-1 lineal/cebadores5

<400> 53

gcccctagga aaaagggctg ttgg 24

<210> 54

< 211> 25

< 212> ADN10

< 213> Artificial

<220>

< 223> Ácido nucleico de VIH-1 lineal/cebadores

<400> 54

ctaggaaaaa gggctgttgg aaatg 2515

<210> 55

< 211> 20

< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>20

< 223> Ácido nucleico de VIH-1 lineal/cebadores

<400> 55

gtactggatg tgggtgatgc 20

<210> 56

< 211> 1925

< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>

< 223> Ácido nucleico de VIH-1 lineal/cebadores

<400> 5630

gtgggaaaat tgaattggg 19

<210> 57

< 211> 20

< 212> ADN

< 213> Artificial35

<220>

< 223> Ácido nucleico de VIH-1 lineal/cebadores
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<400> 57

gccacctgga ttcctgagtg 20

<210> 58

< 211> 24

< 212> ADN5

< 213> Artificial

<220>

< 223> Ácido nucleico de VIH-1 lineal/cebadores

<400> 58

ctccttttag ctgacattta tcac 2410

E08701654
05-09-2017ES 2 639 568 T3

 



56

REIVINDICACIONES

1. Un método in vitro para diseñar un régimen farmacológico para un paciente infectado por VIH determinando la 
susceptibilidad fenotípica del VIH a al menos un fármaco, que comprende:

i) usar al menos una muestra que comprende ARN de VIH procedente de un paciente, en el que la muestra 
comprende la secuencia codificante de transcriptasa inversa-integrasa de VIH; 5

ii) transcribir de forma inversa y amplificar el ARN de VIH con cebadores específicos para la secuencia 
codificante de transcriptasa inversa-integrasa de VIH completa para obtener al menos un amplicón que 
comprende la secuencia codificante de transcriptasa inversa-integrasa de VIH completa, en el que al menos 
un cebador se selecciona de SEQ ID NO: 4-7;

iii) generar un plásmido que comprende una secuencia de VIH de referencia con una supresión de la 10
secuencia codificante de transcriptasa inversa-integrasa de VIH completa;

iv) preparar al menos un virus recombinante mediante recombinación o ligación entre al menos un amplicón 
obtenido en la etapa ii) y el plásmido que comprende la secuencia de VIH de referencia con una supresión de 
la secuencia codificante de transcriptasa inversa-integrasa de VIH completa obtenida en la etapa iii), y

v) monitorizar al menos un virus recombinante en presencia de al menos un fármaco para determinar la 15
susceptibilidad fenotípica de VIH a al menos un fármaco,

en el que dicha susceptibilidad se determina mediante la fitopatogenicidad de dicho virus recombinante a células, o 
determinando la capacidad replicativa de dicho virus recombinante en presencia de al menos un fármaco.

2. Un método in vitro según la reivindicación 1, para diseñar un régimen farmacológico para un paciente infectado 
por VIH determinando la susceptibilidad fenotípica del VIH a al menos un fármaco, que comprende:20

i) usar al menos una muestra que comprende ADN de VIH, en el que la muestra comprende la secuencia 
codificante de transcriptasa inversa-integrasa de VIH completa; 

ii) amplificar el ADN de VIH con cebadores específicos para la secuencia codificante de transcriptasa inversa-
integrasa de VIH completa para obtener al menos un amplicón que comprende la secuencia codificante de 
transcriptasa inversa-integrasa de VIH completa, en el que al menos un cebador se selecciona de SEQ ID 25
NO: 4-7;

iii) generar un plásmido que comprende una secuencia de VIH de referencia con una supresión de la 
secuencia codificante de transcriptasa inversa-integrasa de VIH completa;

iv) preparar al menos un virus recombinante mediante recombinación o ligación entre al menos un amplicón 
obtenido en la etapa ii) y el plásmido que comprende la secuencia de VIH de referencia con una supresión de 30
la secuencia codificante de transcriptasa inversa-integrasa de VIH completa obtenida en la etapa iii), y

v) monitorizar al menos un virus recombinante en presencia de al menos un fármaco para determinar la 
susceptibilidad fenotípica de VIH a al menos un fármaco,

en el que dicha susceptibilidad se determina mediante la fitopatogenicidad de dicho virus recombinante a células, o 
determinando la capacidad replicativa de dicho virus recombinante en presencia de al menos un fármaco.35
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Figura 1: Creación del esqueleto de delta[GAG-POL] basado en el vector de VIH-1 HXB2D_eGFP.
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Figura 2: Detalle de la descripción de la reacción de “PCR inversa”

E08701654
05-09-2017ES 2 639 568 T3

 



59

Figura 3: Cebadores para “PCR inversa” que contienen los sitios de restricción PacI y SnaBI.
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Figura 4: Creación del esqueleto de delta[RT-INT] basado en el vector de VIH-1 HXB2D_eGFP.
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Figura 5: Descripción detallada de la reacción de “PCR inversa”.
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Figura 6: Cebadores para “PCR inversa” que contienen los sitios de restricción PacI y SnaBI.
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Figura 7: Creación del esqueleto de delta[GAG-PR] basado en el vector de VIH-1 HXB2D_eGFP.
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Figura 8: Descripción detallada de la reacción de “PCR inversa”.
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Figura 9: Cebadores para “PCR inversa” que contienen los sitios de restricción PacI y SnaBI 
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Figura 10: Diagrama de producción fenotípica
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Figura 11: Curvas de respuesta frente a la dosis para 1 lote de virus recombinante de GAG-POL.
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Figura 12: Creación del esqueleto de delta[POL] basado en el vector de VIH-1 HXB2D_eGFP.
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Figura 13: Cebadores para “PCR inversa” que contienen los sitios de restricción PacI y SnaBI.
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