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1 Resumen

Cuando hablamos de la cura del virus de inmunodeficiencia humana (VIH) hay que diferenciar
entre dos conceptos; la erradicacion y la cura funcional. La cura funcional se refiere a conseguir
un mayor control inmune sobre la replicacion del virus, mientras que la erradicacion se refiere
auna completa eliminacion del reservorio viral, de forma que se pueda eliminar definitivamente
el virus del organismo de los pacientes infectados.

En los ultimos afios, la investigacion en las estrategias de erradicacion del VIH ha
experimentado un fuerte impulso, y se han desarrollado nuevas terapias, ain en investigacion,
con las que se espera que la eliminacién completa del virus sea una realidad en unos afios.

En este trabajo clasifico las diferentes estrategias en desarrollo e investigacion en tres grupos;
estrategias de activacion y eliminacion del reservorio, estrategias que utilizan anticuerpos
ampliamente neutralizantes y estrategias desarrolladas a partir de la terapia génica.

Abstract

When we talk about curing the human immunodeficiency virus (HIV) there are two concepts
to differentiate between; eradication, and a functional cure. A functional cure refers to larger
immune system control over the replication of the virus, while eradication refers to complete
elimination of the viral reservoir so that the virus can be definitively eliminated from an infected
patients’ organism.

Over the last few years research into HIV eradication strategies has experienced a strong push,
and although still in investigation, new therapies have been developed, with which it is expected
that the complete elimination of the virus will become a reality in a few years

In this paper | classify the different strategies in research and development into three groups;
strategies of activation and elimination of reservoirs, strategies that use broadly neutralising
antibodies and strategies developed from gene therapy.

2 Introduccion

2.1 Problema del VIH

La infeccion por el VIH es un problema de salud publica de primera magnitud.

Hoy en dia, y a pesar de la eficacia de los tratamientos antirretrovirales y de la informacion que
se dispone sobre el virus y su trasmision, la infeccién por VIH sigue estando muy presente y
cada afio se notifica un alto nimero de nuevos casos. Solo en Espafia, en el afio 2017 se recibio
la notificacidn de 3.381 nuevos diagnoésticos de VIH (hasta el 30 de junio de 2017), segin datos
del Instituto de Salud Carlos Il de Madrid. En cuanto a la mortalidad, en el afio 2016 se
produjeron 498 fallecimientos por VIH y Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA),
suponiendo un 1,2 por 1000 de los fallecimientos totales. Separandolo por sexos, el 77,3% de
los fallecimientos se dieron en hombres y el 22,7% en mujeres. [1,2] (Figura 1)

Defunciones Defunciones Defunciones por Tasa de mortalidad VIH y sida
totales por VIH y sida VIH y sida (%) por 100.000 habitantes
Hombres 208.993 385 1,8 1,7
Mujeres 201.618 113 0,6 0,5
Total 410.611 498 1,2 1,1

Figura 1: Tabla de defunciones totales, defunciones por VIH y sida, mortalidad proporcional por
VIH y sida, y tasa de mortalidad VIH y sida por 100.000 habitantes total y por sexo. 2016 [1]
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A nivel mundial, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estim6 que en 2016 habia 36,7
millones de personas infectadas por el VIH aproximadamente, de las cuales el 51% eran
mujeres. En este afio, se dieron 1,8 millones de nuevos casos de infeccion en todo el mundo, lo
que supuso una reduccion del 11% desde 2010, mientras que un millén de individuos fallecio
por causas relacionadas con el SIDA, lo que supuso una reduccion del 48% comparando con
2005. [3]

La prevalencia del VIH en cada pais determina cuél es el riesgo de infeccién en cada grupo
poblacional; en paises con una alta prevalencia (este y sur del continente africano), las mujeres
jévenes son el principal grupo de riesgo, mientras que, en paises con una prevalencia baja, los
grupos de riesgo son los hombres que tienen sexo con otros hombres, la poblacion transgénero,
los usuarios de drogas por via parenteral y los trabajadores sexuales. [4]

22 EIVIH

El virus de la inmunodeficiencia humana o VIH es un retrovirus que infecta a los linfocitos T
CD4+ que forman parte de nuestro sistema inmune, provocando la muerte de estas células. El
recuento de células va disminuyendo hasta que el sistema inmune no es capaz de hacer frente a
diferentes infecciones que pueden acabar con la vida del paciente infectado. Cuando el recuento
de linfocitos T CD4+ es menor a 200 cel/ul, se considera que el paciente tiene SIDA. [5]
Cuando el VIH entra en el organismo, reconoce los receptores
en la superficie de las células T CD4+ y se une a ellos en una
primera etapa de fijacion. En este proceso, el virus emplea
como correceptor la proteina CCR5 de la superficie de los
linfocitos. (Figura2)

Una vez fijado a los receptores del linfocito, empieza una
etapa de fusion en la que el virus libera su RNA en el interior
de la célula huésped.

Una vez en el citoplasma de la célula anfitriona, el RNA
virico de cadena simple, se convierte en una cadena doble de

DNA virico, gracias a la accién de la enzima virica Wl .[ Correceptor
transcriptasa inversa. A continuacion, este nuevo DNA virico CCHS
penetra en el nicleo de la célula donde una nueva enzima [ correceptor || Receptor

llamada integrasa, lo “integra” en el material genético de la CXCR4 4
célula, de forma que éste pasa a ser un DNA proviral (o
provirus), que podra permanecer inactivo durante afios sin

producir nuevas copias del VIH. A estas células infectadas [ Linfocito CD4 )
que no estan produciendo activamente nuevos virus, se les |

conoce como reservorio del VIH latente. Figura 2: Interaccion del VIH con

En un momento dado, la célula huésped recibe un estimulo linfocito CD4+ [5]

para volverse activa, y el DNA proviral utiliza la enzima

celular ARN Polimerasa para replicar el material genético del virus y transcribir el DNA en
segmentos de RNA mensajero (MRNA). Este mMRNA provirico utiliza los ribosomas de la célula
anfitriona para llevar a cabo la traduccién y producir proteinas viricas de cadena larga.

A continuacidn, la proteasa virica divide las cadenas largas de proteinas del VIH en proteinas
individuales, que se unen a las copias de material genético del RNA virico, ensamblandose y
generando una nueva particula de virus.

El nuevo virus ensamblado sale de la célula huésped llevandose parte de la envoltura exterior
de la célula que pasara a ser parte de los nuevos virus. Sobre esta envoltura virica, aparecen las
glucoproteinas del VIH, que seran necesarias para que el nuevo virus interaccione con los
receptores de las células T CD4+. [5]
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Una de las caracteristicas del VIH es que es capaz de crear reservorios, que se definen como
provirus de VIH capaces de replicarse integrados en células vivas quiescentes, que persisten a
pesar del tratamiento con TARGA. Este reservorio se forma en las células T de memoria,
células Thl, células T reguladoras y macréfagos entre otros, aunque mayoritariamente, el
reservorio esta compuesto por células T CD4+ de memoria.

En cuanto a la distribucion anatomica de los reservorios, se forman en los llamados sitios
inmunolégicamente privilegiados (“sanctuary sites”), lugares del organismo donde la
introduccidn de un antigeno no provoca una respuesta inmune inflamatoria, tales como el tejido
linfoide. [6]

En cuanto a la trasmision de este virus, el VIH se trasmite a través del intercambio de fluidos
corporales, como la sangre, la leche materna, el semen o las secreciones vaginales, de la persona
infectada a una persona sana. Por lo tanto, los mecanismos de trasmision seran la via sexual,
parenteral y vertical. No es posible infectarse a través de agua o alimentos, besos (saliva),
contacto directo o por compartir objetos personales.

2.3 Terapia antirretroviral de alta eficacia (TARGA).

Hoy en dia, la infeccion por VIH es incurable, aunque existe un tratamiento antirretroviral de
alta eficacia (TARGA) que consigue disminuir la carga viral a niveles indetectables y mantener
un recuento adecuado de linfocitos T CD4+. Este tratamiento es muy eficaz en evitar que el
virus se multiplique, pero los pacientes tienen que estar tomando la medicacion durante toda su
vida, con los consecuentes efectos adversos (toxicidad acumulativa, aparicion de virus mutantes
de escape o disfuncion inmunitaria persistente) y un coste econémico sustancial para el Sistema
de Salud.

Existen cuatro clases de medicamentos frente al VVIH; los inhibidores de la transcriptasa inversa,
los inhibidores de proteasa, los inhibidores de entrada y los inhibidores de integrasa [7]. El
tratamiento TARGA, consiste por lo general en la combinacion de tres farmacos de distinta
clase frente al VIH, siendo estos generalmente dos inhibidores de la transcriptasa inversa
analogos de nucledtido, mas otro farmaco que puede ser un inhibidor de proteasa, un inhibidor
de la transcriptasa inversa no analogo de nucleésido o un inhibidor de la integrasa. [4]

Sin embargo, este tratamiento no actGa sobre los reservorios de VIH latente, que se han
convertido en el principal obstaculo para la erradicacion del VIH en pacientes seropositivos.
Principalmente, este reservorio esta formado por células de memoria T CD4+ infectadas, que
entran en un estado de latencia persistente en el organismo [8].

3 Objetivos

El objetivo del trabajo es realizar una revision bibliografica de las diferentes lineas de trabajo
dirigidas hacia la posible erradicacion del VIH del organismo humano, conociendo y
comprendiendo las dificultades que se presentan ante la erradicacién del VIH en base al ciclo
de vida del virus y sus mecanismos de autodefensa frente a nuestro sistema inmune.

4 Metodologia

En este trabajo se ha realizado una revision bibliografica guiada y tutorizada. La informacion
se ha obtenido a través de una busqueda en PubMed de articulos en inglés o espafiol, empleando
el término “HIV” en combinacidon con otras palabras clave como “eradication”, “impact”,
“ART”, “life cycle”, “reservoirs”, “latency” and “cure”, sumado a la informacion presentada
en la CROI 2019 (“Conference on Retroviruses and Opportunistic Infections”), he seleccionado
alguna de las estrategias en investigacion para la cura del VIH, de las que voy a hablar en este
trabajo.
-5-



5 Resultados y discusion

Entendemos la erradicacion del VIH como la completa eliminacién de los virus con capacidad
replicativa del individuo, lo que requiere una reduccion sustancial del reservorio del virus.

El virus se apoya en diferentes mecanismos para su supervivencia en el organismo del paciente
infectado; el reservorio latente, la replicacion persistente a pesar del tratamiento, los santuarios
anatémicos y el fallo del sistema inmune para lograr eliminarlo, por lo que en los ultimos afios
se han buscado diferentes estrategias para su eliminacion atacando a cada uno de estos
mecanismos.

5.1 Estrategia de activacion y eliminacion del reservorio

Una de las opciones para la erradicacion del VIH es la inmunoterapia con la terapia de
activacion y eliminacion (“shock and kill approach™). Las células latentes que forman parte del
reservorio viral expresan bajos o nulos niveles de proteinas virales, por lo que no pueden ser
directamente eliminadas por mecanismos del sistema inmune del paciente, tales como los
linfocitos T citotoxicos o las natural killer, ya que estas células necesitan la expresion de
proteinas virales (antigenos) para detectar las células infectadas y poder eliminarlas [11]. Por
esto se ha desarrollado esta nueva terapia, en la que en primer lugar se revierte la latencia del
reservorio, y en segundo lugar se eliminan dichas células reactivadas mediante la accién de
linfocitos T citotdxicos CD8+ especificos para el VIH. (Figura 3)
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Latency Reversing Agents

LRAs
HIV Proteins N .
HIV DNA \ HIV Virions

Immune-mediated
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Figura 3: Esquema de la terapia de activacién y eliminacién.
Kim et al., Cell Host Microbe 2018.

El primer componente de esta terapia son los agentes de reversion de latencia o LRAS, cuyo
objetivo es, partiendo de células en estado de latencia, activar la replicacion viral para que se
expresen antigenos en superficie. [6] (Figura 4)

/"\

Latent HIV-infected CD4 + T cell Activated HIV-infected CD4 + T cell
*nollittle RNA expression, no Ag presentation* *ongoing RNA expression & Ag presentation*

Figura 4: Esquema de reversion de la latencia [6]
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Esta activacion debe cumplir dos requisitos, en primer lugar, debe hacerse sin la activacion
generalizada de todas las células T, ya que se ha visto que esto produce problemas de toxicidad
y efectos secundarios. En segundo lugar, la activacion debe darse en la proporcién adecuada y
siempre en coordinacion con las estrategias de muerte. [6]

Se han identificado varios LRAs, tales como los moduladores de la protein-kinasa C (PKC),
aungue se han dejado de emplear por efectos adversos como tumorogénesis o sobreexpresion
de citoquinas. Otros LRAs identificados son los inhibidores de la histona desacetilasa, como el
panobinostat, sin embargo, aunque estos inhibidores de la histona deacetilasa mostraron cierto
grado de reactivacion in vitro de lineas celulares latentes infectadas por VIH, su eficacia en
pacientes con VIH-1, en ratones BLT infectados (ratones dotados de un sistema inmune
humano, pues se les trasplanta tejido de médula 6sea, higado y timo humanos) y ex vivo, es
relativamente pobre, por esto, la identificacion de nuevos LRAS potentes y seguros es uno de
los objetivos necesarios para la erradicacion de reservorio viral. [11]

Siguiendo esta linea, se han identificado nuevos LRAs, tales como los “SMAC mimetics” y los
super-antagonistas de IL-15 y agonistas TLR9/7 que son inmunomoduladores y LRAS. [6]

El problema a la hora de desarrollar esta estrategia fue que, aunque los LRAS consiguieran la
reactivacion de las células infectadas que conformaban el reservorio, esta reactivacion no
llevaba a una activacion eficiente de las células T citotoxicas CD8+ o las células natural killer
para que eliminaran las células reactivadas [10]. Y esto es asi por diversos motivos; la
exposicion cronica al antigeno puede agotar a las células del sistema inmune, que ademas
pueden haberse deteriorado por la toxicidad de los propios LRAs o pueden tener una baja
actividad en tejidos. [6]

En un estudio reciente, se desarrollé un modelo llamado “resting-like” o RELI, con el que se
evaluaba la terapia de “shock and kill”, en el que se desarrollaron las llamadas células RELI en
estado de latencia, que posteriormente se trataron con LRAS, consiguiendo su reactivacion.
(Figura 5)

HIV-1

. 48h LRAs
NL43GFP § +RAL
o2
O o°

Figura 5: Esquema del desarrollo de las células resting-like [9]

Una vez se vio que los LRAs habian activado las células RELLI, se evalo si el tratamiento con
LRAs permitia la presentacion de antigeno del VIH a las moléculas HLA de clase I, para su
posterior reconocimiento por parte de los linfocitos T CD8+. Se consiguié demostrar asi que el
tratamiento con LRAs para la reactivacion de las células infectadas por VIH del reservorio,
permite la posterior presentacion de antigenos a través de las moléculas HLA de clase I, por lo
que esta terapia permite la accion del sistema inmune una vez se han reactivado las células
infectadas en latencia. [9]

Sin embargo, se ha visto que la capacidad para reactivar la expresion genica del virus de los
LRAs estudiados hasta el momento, es limitada, incluso hay algunos provirus latentes que
parecen ser refractarios a estos agentes. Ademas, ninguno de los LRAs ha demostrado ser
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especificos para las células del reservorio, y mucho de ellos presentan toxicidad dependiente
de dosis, por lo que siguen siendo una estrategia poco desarrollada. [23]

En la busqueda de nuevos enfoques para estrategia, aparece en el mapa el Fingolimod
(FTY720), un farmaco empleado en el tratamiento de la Esclerosis Mdltiple. EI mecanismo de
accion de este compuesto consiste en su fosforilacion in vivo a Fingolimod-fosfato, que es
similar a la esfingosina-1-fosfato (S1P), un mediador lipidico extracelular agonista de
receptores acoplados a proteina G. Existen al menos cinco subtipos de receptores S1P, de los
cuales, el receptor S1P; desempefia un papel clave en el sistema inmunolégico, regulando la
salida de los linfocitos de los tejidos linfoides hacia la circulacion. [21]

El receptor S1P; se expresa en la superficie de los linfocitos, permitiendo su migracion segun
el gradiente de concentracion de SP1. Este compuesto se encuentra en concentraciones
superiores en los nddulos linfaticos, donde interacciona con S1P1 promoviendo la activacién y
migracion de los linfocitos a linfa y sangre. Asi, este mecanismo homeostatico, que tiende a
excluir los linfocitos de los ganglios linfaticos puede ser la razon de la limitada habilidad de
estas células para eliminar el reservorio viral de VIH. [24] Cuando un agonista se une a estos
receptores, ademas de las acciones celulares, se produce la internalizacion del receptor, que se
recicla en la membrana plasmaética o se degrada. [22]

El Fingolimod es un agonista del receptor S1P1, al interaccionar con dicho receptor lo activa y
a continuacion produce su internalizacion, inhibiendo la salida de los linfocitos de los ganglios
linfaticos. [21] Con esto, el Fingolimod induce una linfopenia periférica profunda y promueve
la retencion de multiples poblaciones de linfocitos en tejidos linfoides. [24]

Utilizando el mecanismo de accién del Fingolimod, se ha estudiado su utilidad en la
reactivacion del reservorio latente de VIH. Este afio 2019 se ha presentado en la “Conference
on Retroviruses and Opportunistic Infections” (CROI) celebrada en Seattle una de las Gltimas
hipotesis en la que se esta trabajando. En este estudio, se pens6 que si se era capaz de retener
los linfocitos T en los tejidos linfoides durante la infeccién por VIH y VIS (Virus de la
Inmunodeficiencia en Simios), utilizando el tratamiento con Fingolimod, se conseguiria, por
un lado, reducir el reservorio de sangre periférica al limitar la recirculacion de los linfocitos T
CD4+, y por otro lado, disminuir los niveles de reservorio viral en los tejidos linfoides mediante
la retencion de los linfocitos T CD8+.

Para esto, se trabajé con macacos que se dividieron en dos grupos en funcién de la dosis
administrada. Durante el estudio se obtuvieron importantes conclusiones, en primer lugar, se
vio que el Fingolimod no caus6 complicaciones ni reacciones de toxicidad en ninguno de los
animales, ademas, no afecto al recuento celular ni al peso de los macacos, por lo que se concluyé
que la administracion de Fingolimod es segura y bien tolerada.

La segunda conclusion a la que se llegd fue que el Fingolimod produce una reduccion dosis-
dependiente del nimero de células T circulantes CD4+, CD3+ y CD8+. Ademas, se vio que se
producia un aumento de los niveles de células T citoliticas en los nddulos linfoides.

La ultima conclusion a la que se llego es que el Fingolimod (FTY720) reduce el DNA de VIS
en las células polimorfonucleares de sangre periférica y en las células T helper de los nddulos
linfoides.

Sin embargo, la utilidad del Fingolimod en la eliminacion del reservorio viral es ain una
estrategia en investigacion, pues este estudio fue bastante pequefio y se requieren nuevos
enfoques. [24]

Otra de las estrategias para la reactivacion del reservorio es el bloqueo de los checkpoints
inmunoldgicos. Los receptores inmunologicos mas conocidos son PD-1, CTLA-4, LAG-3,
TIM-3, TIGIT y 2B4 [25] que, ademas de como diana terapéutica para una cura funcional del
VIH, podrian usarse como biomarcadores para monitorizar el avance de la enfermedad y la
respuesta al tratamiento. [30]



De estas moléculas, la mas conocida es PD-1 o proteina de muerte celular programada-1, que
se expresa junto con CTLA-4 en la superficie de las células T de memoria CD4+ que conforman
el reservorio del VIH. Estas dos moléculas se encargan de limitar la reactivacion de estas células
latentes y, ademas, la expresion de PD-1 contribuye a la disfuncion de las células T CD8+
citotdxicas durante la infeccion por VIH. [31]

Cuando PD-1 interactta con sus ligandos PD-L1 o PD-L2 genera una sefiale inhibitoria a los
linfocitos T que reduce su activacion y proliferacion, y con ello la replicacion del VIH.
[25,32,33] Esta molécula se expresa en altos niveles en la superficie de las células T CD4+ y
CD8+ durante la infeccion por VIH y, ademas, aquellas células T CD4+ que expresan PD-1
son infectadas preferentemente con respecto a las células PD-1 negativas.

Al bloquear PD-1, se consigue liberar a los linfocitos T de la sefial inhibitoria. Utilizando el
anticuerpo Pembrolizumab en combinacion con el agente de reversion de latencia (LRA)
Briostatina in vitro se incrementa la produccion viral, es decir, se revierte la latencia. Sin
embargo, estos resultados no prueban la reversion de la latencia in vivo. [33]

5.2 Anticuerpos ampliamente neutralizantes

Los anticuerpos frente al VIH tienen la capacidad de bloquear la infeccion y replicacion del
virus gracias un amplio abanico de actividades antirretrovirales. Por un lado, tienen la capacidad
de neutralizar el virus impidiendo su entrada en las células, y por otro lado son capaces de
reclutar y activar células inmunes efectoras para eliminar las células infectadas. [14]

En una infeccion virica, la respuesta inmune que se pone en marcha incluye una respuesta
celular, mediante la activacion de linfocitos T CD8+, que ayuda al control y erradicacion de la
infeccion, y una respuesta humoral, a través de la produccion de anticuerpos neutralizantes que
permiten reducir el in6culo infeccioso durante las primeras etapas de las replicaciones.

Los primeros anticuerpos sintetizados tras la infeccion por VIH son los anticuerpos
neutralizantes aut6logos (NAbs) que son especificos para cada cepa. Mas tarde, en algunos
casos, se originan los llamados anticuerpos ampliamente neutralizantes (bNADbs), que tienen
actividad neutralizante frente a una amplia gama de cepas del VIH extracelulares y asociadas a
células. [12] La diana de estos bNADbs es la proteina Env, presente tanto en los viriones como
en las células infectadas. [14]

En la primoinfeccidn, el VIH penetra en las células T CD4+ del huésped utilizando el receptor
de superficie CD4 de los linfocitos y el correceptor CCR5, como ya se hablé en la introduccion.
En la infeccidn tardia, la proteina Env (codificada por el gen env y expresada en la envoltura
viral), ante la falta de anticuerpos neutralizantes que la bloqueen, se une a receptores CD4 de
otras células utilizando correceptores alternativos CXCR4, de forma que el virus es capaz de
infectar otras células huésped. Asi, podemos hablar de dos tipos de virus; los virus que tienen
tropismo por R5 y los que tienen tropismo por X4. Ademas, una pequefia porcion de los virus
R5 son capaces de infectar macrdfagos.

La proteina Env es una glicoproteina constituida por dos subunidades; gp120 y gp41. Estas dos
subunidades se encuentran unidas de manera no covalente formando una estructura de “espiga
trimérica” en la envoltura del virién. La subunidad gp41 es la subunidad C-terminal y contiene
un dominio citoplasmatico, un dominio transmembrana y un dominio extracelular que sera el
encargado de mediar el cambio conformacional para la fusion con la célula huésped. Por otro
lado, la subunidad gp120 se encuentra en el exterior de la envoltura viral. [15]. Esta gp120 esta
compuesta por cinco regiones variables (V1-V5) y cinco regiones constantes (C1-C5), que
tienden a ser similares entre los diferentes aislamiento viricos. Las regiones V1 y V2 se
encuentran unidas por puentes de disulfuro y forman el dominio V1/V2, mientras que las otras
3 regiones (V3, V4 y V5) forman asas independientes dentro de la gp120. [13]
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Esta proteina Env es fundamental para la entrada del virus en la célula; gp120 interacciona con
el receptor de membrana CD4, lo que lleva a cambios conformacionales tanto en la
glicoproteina como en el receptor, facilitando la interaccion con los correceptores CCR5 y
CXCRA4. (Figura 6)

«— gp41
< gp120

Dominio VIN2 —» <— Dominio V3

Membrana celular Citoplasma Co-receptores
CCRS/CXCR4

Figura 6: Esquema de la mediacién de gp120 en la entrada del VIH a la célula diana [13]

Tanto la gp120 como la gp41 presentan una gran variabilidad (més de un 35%) en la secuencia
primaria entre los diferentes subtipos del VIH-1 descritos. Esta variabilidad genética es
fundamental tanto en la evasion de la respuesta inmune sobre la accion de los anticuerpos
neutralizantes como en el desarrollo de la resistencia a los antirretrovirales. [12] Sin embargo,
se han identificado varios anticuerpos ampliamente neutralizantes (bNAbs) que interaccionan
con regiones relativamente conservadas de Env, denominadas regiones de vulnerabilidad que
son ademas el sitio de union a CD4. [14]

Variable region :
Antigen

Binding
(HIV Env)

Effector
functions

Fc {fragment crystallizable) region Half life

Figura 7: Estructura de los anticuerpos [14]

Las regiones de vulnerabilidad de la proteina Env son la region V2 externa y los bucles V3 de
la subunidad gp120, la interfaz gp120/gp40, y la region externa proximal (MPER) en la
subunidad gp41.
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Ademaés de la actividad neutralizante mediada a través de la interaccion con la proteina Env,
los anticuerpos poseen otras funciones efectoras que requieren el reclutamiento y activacion de
celulas del sistema inmune, tales como las células NK o los macréfagos, y que dependen de la
interaccion de los fragmentos cristalizables (Fc) del anticuerpo con los receptores de Fc
especificos (FCR) expresados en la superficie de las células inmunes. [14] (Figura 7)

Entre estas funciones efectoras destacan la lisis mediada por el complemento, la agregacién de
particulas viricas infecciosas y la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (CCAD).
[13] (Figura 8)

4. Lisis por activacion del
complemento
ylo agregacion viral
1. Inhibicién de la unién a la superficie de la

célula blanco, con el receptor y co-receptor 3. Inhibicion de la transmision

célula-célula e induccion de la

citotoxicidad mediada por 22 'o: Naf®e,
;./ 2. Inhibicion directa de la anticuerpos (ADCC) y

\ fusion celular

:(e) O3 3-=7 Y

CXCR4/CCR5

CD4 Célula

Figura 8: Mecanismos de accidn de los anticuerpos neutralizantes contra el VIH [13]

Ademas de las funciones efectoras descritas anteriormente, la porcién Fc de las IgG también es
responsable de la interaccion con el receptor neonatal de Fc (FCRn) expresado ampliamente en
las células endoteliales. La interaccion con este receptor desempefia un papel importante en el
control de la vida media en plasma de los anticuerpos al regular la degradacion &cida de las 1gG
en el lisosoma de las células endoteliales. EI mecanismo se basa en la dependencia del pH de
la union de los anticuerpos a FcRn. La union muestra mayor afinidad a pH 6, que es el pH
endosomal y baja afinidad a pH neutro (extracelular). Este hecho permite que los anticuerpos
captados por las células endoteliales permanezcan unidos al FcRn y se reciclen a la superficie
celular, evitando la degradacion acida.

Una vez que el complejo anticuerpo / FcRn alcanza el compartimiento de pH neutro
extracelular, se liberan los anticuerpos. Es importante destacar que, ademas de regular la vida
media en plasma, este proceso de reciclaje también modula la transcitosis de anticuerpos a los
tejidos. Aprovechando este mecanismo, un anticuerpo VRCO1 modificado (VRCO01-LS), que
mostré una mejor unién al FcRn a pH = 6, proporciono una capacidad de proteccidn superior a
la version de tipo salvaje en macacos Rhesus, no solo incrementando su vida media in vivo,
sino también al alcanzar una mayor concentracién a nivel mucoso. [14]

Recientes estudios han demostrado que la capacidad neutralizadora del anticuerpo no es
suficiente para conferir proteccion contra el VIH, y probablemente se requiera la combinacion
de la neutralizacion y las funciones efectoras dependientes de Fc. Por lo tanto, los bNADbs cuya
porcion Fc se modificd para aumentar la unién y activaciéon de FcR, mostraron una capacidad
protectora mayor frente al VVIH cuando se analizaron en modelos de ratones humanizados. [14]
En una infeccion por VIH, la principal limitacion de la accion de los anticuerpos frente al virus,
como parte de la respuesta humoral, es lacomplejidad estructural y la variabilidad de la proteina
Env, que hacen que no todos los anticuerpos anti-VIH Env se unan a epitopos triméricos
complejos, y los que lo hacen suelen ser especificos para una cepa. Es decir, solo una pequefia
porcion de los anticuerpos anti-VIH Env son bNAbs, por lo que solo una pequefia porcion de
los anticuerpos anti-VIH Env pueden bloguear un gran nimero de variantes de la proteina.
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Hoy en dia, se ha conseguido identificar nuevos anticuerpos, mas amplios y méas potentes que
actian sobre los sitios de vulnerabilidad de Env. Entre estos nuevos anticuerpos aislados,
destacan cuatro tipos; los anticuerpos anti-CD4bs, que presentan una potencia intermedia y una
gran amplitud (mas del 80%), y entre los que destacan VRCO01, 3BNC117, VRCO7 y N6, los
anticuerpos dirigidos contra el bucle V2, como PG9 o PG16, los anticuerpos dirigidos contra el
bucle V3 que muestran una mayor potencia pero menor cobertura (aproximadamente del 60%),
entre los que destacan 10-1074 y PGT121 y el anticuerpo anti MPER 10E8, que muestra una
cobertura mas amplia, pero tiene una potencia limitada.

De estos nuevos anticuerpos, VRCO1, 10-1074, 3BNC117, VRCO7 y sus combinaciones, se
han empezado a utilizar en ensayos clinicos en humanos, abriendo asi la puerta a terapias
basadas en anticuerpos para curar la infeccion por VIH. [14]

A pesar de la identificacion de estos nuevos bNAbs con una potencia mayor y de los numerosos
éxitos de su uso, sigue habiendo limitaciones terapéuticas obvias cuando se usa un solo bNAb,
ya que ningun bNAb puede neutralizar todos los aislamientos de VIH, es mas, la mayoria de
los bNADbs caracterizados no logran neutralizar mas del 30% de los aislamientos analizados.
[17] Por esto, se han llevado a cabo multiples modificaciones sobre los anticuerpos naturales,
que incluyen modificaciones en las regiones variables y en las regiones Fc, con el fin de
modular su union al antigeno y sus funciones
efectoras respectivamente. VH
Una de las modificaciones llevadas a cabo sobre los .
bNAbs consisti6 en disefiar anticuerpos con una | 10E8
especificidad dual o anticuerpos biespecificos, con | 4g)(117

lo que se consiguié un aumento notable de la R CL
amplitud y potencia en la neutralizacion del virus.
[16]. En 2016, Huang et al disefié dos anticuerpos | PGT145
biespecificos; 10E8v11/P140 y 10E8.20/iMab, que | ppryss )
presentaron una potencia de neutralizacion frente al
VIH mucho mayor a la de los anticuerpos naturales. U
(Figura 9) . . Figura 9: Esquema del disefio de un

De todos los virus analizados, el 98% fueron anticuerpo biespecifico para el VIH [16]
neutralizados por cada anticuerpo biespecifico, con

una CLsp media geométrica de 0,002 pg/ml, mucho menor a la obtenida para los anticuerpos
10ES8, P140 y iMab. (Figura 10)

Es decir, estos anticuerpos modificados mostraron una gran capacidad neutralizante del VIH.
Ademas, se vio que 10E8v2.0/iMab es activo tanto en el tratamiento como en la prevencion del
VIH-1 en un modelo de ratén humanizado. [16]

100

80

60-|
iMab
- = P140
’ 10E8
i y — 10E8/P140
204 ’
’ 10E8/iMab
- Penta-mix

404

% of viruses neutralized

0 T e T T
00001 0001 0.01 0.1 1 10 100

ICs0 (ng/mL)

Figura 10: Capacidad neutralizadora de los anticuerpos biespecificos en
comparacion a la actividad de los anticuerpos 10E8, P140y iMab [16]
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Otras modificaciones que se han disefiado han sido, por un lado, la adicion de moléculas
especificas al extremo C terminal de la 1gG, haciendo mas especifico el anticuerpo. Uno de los
problemas de los bNAbs es que uno 0 ambos de sus dominios se unen a epitopos que entran en
contacto con los residuos de la region variable de la proteina Env, por lo que se facilita el escape
viral, al ser residuos no conservados. Intentando evitar esto, en 2017 Gardner et al disefiaron la
molécula eCD4-1g, generada a partir de la union de un sulfopéptido mimético corto de CCR5
en el extremo C-terminal del dominio CD4-Ig del receptor CD4.Con esto se consiguio un
anticuerpo con una amplia capacidad neutralizante (mucho
mayor a la de cualquier otro anticuerpo descrito), que se une a
Env utilizando los sulfopéptidos miméticos CCR5 y un brazo
CD4, neutralizando los aislamientos de VIH. [17] CODV-Fab
Por altimo, otra de las modificaciones llevadas a cabo es la | yrcotrab

i - . 10E8v4
adicion de una segunda region variable a los brazos del :
anticuerpo, que, junto con el ensamblaje de una cadena PGDM1400
asimétrica, da lugar a un anticuerpo triespecifico. Una Fy

molécula de este tipo ha sido disefiada recientemente
combinando las regiones variables del VRCO01, el PGDM1400
y los anticuerpos 10E8. [14] (Figura 11)

En cuanto a las modificaciones de la region Fc de los
anticuerpos, la modificacién méas comun esta relacionada con
la unién a FcRn. El aumento de la afinidad de 1gG por FcRn a
pH 6 reduce la degradacion lisosomal de 19G por las células  Figyra 11: Esquema del disefio
endoteliales y prolonga la vida media plasmatica de 1gG. Por de un anticuerpo triespecifico
ejemplo, las mutaciones M428L y N434S en Fc, que confieren para el VIH.

un perfil de unién mejorado a FcRn, se han introducido en los Xu etal. Science 2017
anticuerpos VRCO01, 10-1074 y 3BNC117, lo que resulta en un

aumento de la vida media en plasma in vivo y también alcanza una mayor concentracion a nivel
mucoso.

Alternativamente, la porcién Fc de anticuerpos puede eliminarse completamente. Las pequefias
moléculas resultantes llamadas proteinas de redireccion de doble afinidad (DART) estan
compuestas por dos regiones variables de unidn a antigeno unidas por una secuencia corta que
permite el reconocimiento de dos antigenos diferentes. Cuando una especificidad se dirige
contra el Env del VIH y la otra contra CD16 o CD3, las moléculas resultantes pueden servir
como un enlazador entre las células infectadas por el VIH y las células efectoras, NK o CTL,
respectivamente.

Estas moléculas, a pesar de su corta vida media en plasma, pueden facilitar la eliminacion de
las células infectadas por el VIH, explotando el repertorio completo de células T CD8 +, ya que
la célula efectora no proporciona la especificidad del antigeno, sino la molécula.

Sin embargo, la contribucién de los anticuerpos a la eliminacion del reservorio del VIH todavia
esta mal definida. [14]

5.3 Terapia génica

El objetivo principal de la terapia génica es sustituir las células infectadas por el VIH por una
poblacion de células resistentes al virus. En este apartado se recogen algunas de las estrategias
estudiadas para conseguirlo.

Uno de los pasos fundamentales en el ciclo infectivo del VIH es su integracion en el genoma
de la célula huésped, catalizada por la enzima integrasa a través de la interaccion directa con la
proteina LEDGF/p57 de la célula huésped, codificada por el gen PSIP1 en el cromosoma 9.
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Esta proteina es utilizada como cofactor por todos los virus de crecimiento lento, como el VIH
oel HTLV 1y 2, para integrarse en el genoma de la célula infectada, por lo que se trata de una
diana potencial para hacer que las células primarias sean resistentes a la infeccion por VIH. La
integrasa virica se une a esta proteina a través del residuo de acido aspartico que se encuentra
en la posicion D366, por lo que la mutacion de este residuo de anula la union de la integrasa.
[18]

Otra idea que se tuvo en consideracion fue la inactivacion de LEDGF/p57, sin embargo, esta
proteina no solo guia la integracion del virus en el genoma de la célula, sino que es un
coactivador transcripcional que regula la transcripcion mediante la interaccion de las proteinas
implicadas en la transcripcion con sitios concretos de la cromatina. [19] Por esto se desarrolld
un enfoque mas sutil dirigido Unicamente a la interaccion con la integrasa virica, ya que la
inactivacion completa de la proteina puede afectar a varias vias enddgenas reguladas a través
de la misma.

Utilizando la tecnologia CRISPR/Cas9 se disefid una mutacion especifica del residuo de
aspartico de la posicion 366 a asparagina, de forma que LEDGF/p57 no pueda unirse a la
interfaz de la integrasa virica, pero si a otras proteinas que intervengan en rutas reguladas por
la proteina. [18] Con esto se consiguieron resultados positivos in vitro.

Esta tecnologia es una herramienta molecular que permite “editar” el genoma de una célula,
constituida por CRISPR, un ARN guia especifico para una secuencia de ADN, y Cas9, una
nucleasa. Disefiando el ARN se consigue crear un ADN concreto. [20]

En esta linea, otro de los enfoques estudiados fue la eliminacién del gen PSIP1 en células T
CD4+ utilizando la tecnologia CRISPR en células SubT1, en las que se obtuvieron niveles mas
bajos de ARNm de PSIP1y una pérdida de la proteina LEDGF/p75. [18]

Ademas de la tecnologia CRISPR/Cas9, se han utilizado otras enzimas para la modificacion
genética, entre las que se encuentran las nucleasas de dedos de zinc y las nucleasas efectoras
con funcion de activador de transcripcion. [25]

Por otro lado, la terapia génica se ha utilizado también para potenciar los linfocitos T en su
tarea de eliminacion de las células infectadas por el VIH. Para esto se ha estudiado el empleo
de los receptores antigénicos quiméricos o CAR; receptores que se expresan en células T
modificadas genéticamente para conseguir una especificidad antigénica mejorada. [25] Estos
receptores reconocen epitopos
especificos en la superficie de las
células, de forma que se consigue que
las células T que expresen CAR se
dirijan a células diana concretas e
induzcan la respuesta de las células T
citotoxicas  contra  las  mismas
independientemente  del  Complejo
Mayor de Histocompatibilidad (CMH).
[26] Esta nueva estrategia comenzo a
usarse en terapia oncoldgica con el fin
de evitar que las células cancerigenas
escapasen del reconocimiento inmune.
Los receptores CAR son proteinas
constituidas por la combinacion de un
dominio extracelular de Figura 12: Reprgsgntacié_n gsguemética de un Receptor
reconocimiento de antigeno derivado Antigenico Quimerico (CAR) [27]

de un anticuerpo (se trata de un

fragmento variable monocatenario (scFv) derivado de anticuerpo), con un dominio intracelular
de activacion derivado del receptor del linfocito T (TCR) CD3-zeta. [27] (Figura 12)

-14 -

single-chain
fragment variable
(scFv)

Co-stimulatory domain

CD3-zeta




Estos receptores CAR han demostrado tener un alto beneficio clinico en el ataque a células
infectadas por VIH. El atractivo del desarrollo de este tipo de células modificadas
genéticamente en la terapia frente al VVIH se debe principalmente a tres razones; en primer lugar,
como ya se ha dicho, las células T CAR son independientes del CMH, por lo que pueden
dirigirse contra células diana infectadas por VIH que no han sido eliminadas eficientemente por
las células T enddgenas, ya que el factor regulador negativo (nef) del VIH regula a la baja la
expresion del CMH-1. En segundo lugar, se ha visto que las células T CAR conservan la
actividad citotoxica durante al menos 6 meses y su ADN es detectable en sangre periférica
durante al menos 10 afios, por lo tanto, estas células podran actuar tanto sobre las células que
expresan activamente el VIH como las que se reactivaran en un futuro. Por ultimo, las células
T CAR pueden entrar en el sistema nervioso central (SNC), un reservorio de VIH dificil de
tratar con los agentes farmacologicos tradicionales al ser un sitio inmunoldgicamente
privilegiado. [26]

Hoy en dia existen ya varias generaciones de celulas T CAR. Las células de primera generacion
conseguian destruir las células diana y secretar IL-2 tras el reconocimiento de la diana in vitro,
sin embargo, presentaban una expansion y persistencia in vivo limitadas. Por lo tanto, se afiadid
un dominio coestimulador (CD28 o 4-1BB) creando la segunda generacion de células T CAR.
Se vio que las células T CAR a las que se habia incluido CD28 presentaban un incremento en
la proliferacion celular, en la secrecion de citoquinas tras el reconocimiento de la diana 'y en la
persistencia de las células T CAR, incluso se vio una mejora en el efecto antitumoral in vivo.
Por otro lado, los CAR que contenian 4-1BB mostraron un aumento de la secrecion de
citoguinas, una regulacion positiva de los genes antiapopt6ticos y una mayor persistencia in
vivo. Se ha desarrollado ademas una tercera generacion de CARs, que contienen dos dominios
coestimulantes, con lo que se consiguieron respuestas tumorales in vivo mas potentes y una
expansion mejorada in vivo de las células. [28] (Figura 13)

Primera generacion Segunda generacion Tercera generacion

{__ Sefial 2 l

Senal 1
Dominio de
reconocimiento
de antigenos

| Dominios de Senal 1
E’ sefalizacion

Senal 2

Figura 13: Representacion esquematica de las tres generaciones de
CARs. Brentjens R et al., Nat Rev Clin Oncol 2016.

En el disefio de los CARs es critica la eleccidn del epitopo. En el desarrollo de células T CAR
anti-VIH se siguieron dos estrategias diferentes; en primer lugar, se pensé en usar CD4 para
dirigir las células T CAR contra las células infectadas por VIH que expresaran la proteina Env
en su superficie. CD4 es la proteina que el virus reconoce y utiliza para entrar en las células
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huésped, por lo que utilizar esta estrategia deberia resultar en una alta afinidad de union para
todas las variables de la proteina Env del VIH con una minima posibilidad de escape viral, sin
embargo, se vio que las células T CAR basadas en CD4 no eran capaces de competir con las
células T CD4+ nativas.

Por otro lado, se penso en utilizar un anticuerpo anti-HIV. Con esto, se conseguia evitar alguno
de los problemas que surgian al utilizar CD4 como dominio de union a las células infectadas,
sin embargo, surgieron otras complicaciones, como que este CAR necesitaria incorporar
dominios de union a numerosos anticuerpos monoclonales con el fin de dirigirse a todas las
variantes del virus y prevenir asi el escape viral. En los ultimos afios, la potencia y amplitud de
los anticuerpos anti-VIH ha mejorado mucho, por lo que la combinacion de CAR basados en
maltiples anticuerpos ampliamente neutralizantes con TARGA, deberia reducir el riesgo de
escape viral.

A pesar de los grandes avances en el disefio de las célula T CAR, esta estrategia se encuentra
aun en investigacion para el tratamiento de la infeccion por VIH. [26]

Otra de las estrategias dentro de la terapia géenica es la que ha permitido la remision completa
de la infeccion, sin rebote viral en ausencia de TARGA, es decir, la que ha permitido la
erradicacion del VIH. [25]

En el afio 2006, el conocido como el paciente de Berlin, recibid dos trasplantes de médula 6sea
como tratamiento para su leucemia. La médula dsea utilizada fue donada por un individuo con
una mutacion A32 en CCRS. [34]

La mutacion A32 en el correceptor CCRS es una delecion de un par de bases que produce un
CCR5 no funcional. El 1% de los europeos son homocigotos en la mutacion A32 y resistentes
a la entrada del HIV empleando el correceptor CCR5, que es el mas cominmente utilizado por
el virus para entrar en las células diana T CD4+. [35]

Ademas, el paciente recibié quimioterapia intensiva y radiacion por todo el cuerpo. A fecha de
hoy se considera que estd curado de su infeccion por VIH, ya que, ademas de no haberse
detectado ningun rastro de virus en su organismo, ya no presenta anticuerpos anti-VIH. [34]
En 2016, otro individuo, conocido ahora como el paciente de Londres, diagnosticado de
infeccion por VIH en 2003 y de linfoma de Hodgkin estadio 1V en 2013, recibi6 un trasplante
alogénico de células madre homocigotas con una mutacion A32/A32 en CCRS5. TARGA se
mantuvo tras el trasplante y hasta 16 meses después del mismo, no se recibié aprobacién para
interrumpir el tratamiento. A fecha de hoy, el paciente ha estado sin tratamiento antirretroviral
ni rebotes virales durante mas de 18 meses. [29,34,35]

Existen multiples diferencias entre estos dos pacientes. En primer lugar, las células
trasplantadas en el paciente de Londres eran células madres homocigotas con una mutacion
A32/A32 en CCRS5, mientras el genotipo observado en el paciente de Berlin era un genotipo
heterocigoto. En segundo lugar, el paciente de Londres recibié un solo trasplante con
acondicionamiento de intensidad reducida, mientras que el paciente de Berlin recibié dos
trasplantes con acondicionamiento de alta intensidad e irradiacién por todo el cuerpo. [29, 34]
Hay otro caso de un paciente que recibi6 un trasplante con células con mutacion A32/A32 en
CCR5; el paciente de Essen. En este caso, TARGA se interrumpié una semana antes del
trasplante alogénico y se produjo un rebote viral de una pequefia cepa de VIH preexistente que
era capaz de infectar las células diana a través del correceptor CXCR4. Estas cepas
preexistentes no se observaron en el paciente de Berlin.

Se han realizado trasplantes con células con CCR5 mutado en otros 3 pacientes, y en los tres
casos se produjo un rebote viral a las 12, 32 y 41 semanas tras suspender TARGA, sin embargo,
en todos los casos se produjo una disminucion sustancial del reservorio viral.

Asi, el caso de los pacientes de Londres y Berlin ha dado pie al desarrollo de esta nueva
estrategia; una posible alternativa en pacientes candidatos a un trasplante de células madre
infectados por VIH. [29].
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6 Conclusiones

Las principales conclusiones son:

>

La infeccion de VIH sigue siendo un problema de magnitud elevada en la sociedad
actual a pesar de que la disponibilidad de uso y los avances terapéuticos con la
implantacion del tratamiento TARGA han permitido una mejora en la calidad y
esperanza de vida de los pacientes infectados.

La existencia de un tratamiento eficaz y seguro que permite que la mayoria de los
pacientes tengan carga viral indetectable, ha dado paso a la investigacion del gran
abanico de estrategias para erradicar el VIH.

La estrategia de “shock and kill” ha presentado grandes avances, pero a pesar de la
identificacion de una gran variedad de LRASs alin no se ha encontrado la forma de hacer
que estas moléculas sean efectivas al 100% sin causar toxicidad. En cuanto a moléculas
como el Fingolimod, no existen estudios del alcance necesario para demostrar su
efectividad, por lo que son estrategias aln en investigacion.

La accion frente al VIH de los anticuerpos ampliamente neutralizantes o bNAbs
combina su interaccion con la proteina virica Env con las funciones efectoras
dependientes de Fc. El problema de esta estrategia es la amplia variabilidad genética de
Env, que provoca que sélo una pequefia porcién de los anticuerpos anti-VIH Env sean
bNAbs, y por lo tanto efectivos contra la infeccion por VIH. Esto ha llevado al disefio
de anticuerpos modificados con los que se han conseguido avances en la eliminacion de
células infectadas por el VIH activas, pero no se conoce su papel en la reactivacion del
reservorio viral.

Utilizando la terapia génica, una de las lineas mas prometedoras es el empleo de las
células T CAR (ya empleadas en el tratamiento de tumores) en la erradicacion del VIH.
A dia de hoy, la Unica estrategia que ha dado resultados ha sido el trasplante de médula
6sea con células mutadas en A32 en CCR5. Sin embargo, este enfoque es poco realista
desde el punto de vista de la seguridad de los pacientes y el coste econémico que supone.
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