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Microbiologia clinica Tema 4: Virus de la inmunodeficiencia humana (HIV)

TEMA 4: VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA HUMANA (HIV)

1. Introduccién

El virus de la inmunodeficiencia humana (HIV) es el agente etiolégico del sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA).

De las dos formas mayoritarias de HIV, la infeccidn con el tipo 1 (HIV-1) es la mas prevalente en todo el
mundo y se caracteriza por un deterioro lento y progresivo del sistema inmunitario que termina siendo
fatal. Por lo contrario, la infeccion con el tipo 2 (HIV-2), que se encuentra principalmente en el oeste de
Africa, generalmente tiene un curso clinico mucho mas benigno.

1.1. Historia

Primeros casos y aislamiento del HIV + .
Sarcoma de Kaposi

El primer caso de SIDA reconocido se describié en 1981, *El sarcoma de Kaposi (KS) es un tumor

basado en la inusual aparicion simultdnea de dos complejo  de  histogénesis incierta

enfermedades, el sarcoma de Kaposit y la pneumonia caracterizada microscopicamente por una
proliferaciéon de células en forma de huso.

causada por el hongo Pneumocystis jirovecii en un joven
El tumor a menudo aparece en la piel

homosexual. particularmente sobre las extremidades, la

L . , . , cara los genitales, pero se puede
En un principio el SIDA se expandid mds deprisa a través de . ,y & . . p, . ,p
diseminar a los tejidos linfaticos y visceras,

las comunidades homosexuales debido a que por aquella especialmente en los pacientes con SIDA.

época los preservativos eran Unicamente utilizados como Aunque aln es motivo de cierta

métodos anticonceptivos. De hecho, muchos grupos discrepancia, se piensa que el origen del KS

religiosos culparon a la comunidad homosexual de la | &S un Proceso infeccioso causado por un
.y .. Herpesvirus.
aparicion y expansion de esta enfermedad.

Casos de SIDA fueron subsiguientemente descritos en otras
poblaciones (drogadictos, hemofilicos y nifios nacidos de madres con SIDA), lo que sugirié una etiologia
infecciosa.

En 1983 se aislo el HIV y se establecié como la causa de este nuevo sindrome.
Test diagnodstico y secuenciacion del genoma del HIV

En 1985 se desarrolld un test de anticuerpos para detectar la infeccion. El desarrollo de un test de ELISA
para detectar anticuerpos frente al HIV no fue importante sélo como método de detectar personas
infectadas, sino que fue, y es, una herramienta fundamental para analizar los bancos de sangre,
impidiendo por tanto millones de infecciones como consecuencia de las transfusiones sanguineas.

La secuencia completa del HIV-1 se conocié en 1985, dos afios después de que se produjese su
aislamiento. Pese a que el tamafio del genoma de este virus es relativamente pequefio (10 kb) se tardd
tanto en secuenciar su genoma debido a que por aquella época las técnicas de secuenciacidon masiva que
se utilizan hoy en dia todavia no habian sido desarrolladas.



Origen de HIV-1y HIV-2

En 1985, estudios realizados en prostitutas en Africa revelaron la presencia de anticuerpos que eran mas
reactivos con proteinas del virus de la inmunodeficiencia de simios (SIV), presente en macacos africanos,
gue con las del HIV-1, lo que condujo al descubrimiento y aislamiento del HIV-2. Subsiguientemente, se
demostré que el HIV-2 estaba mds relacionado genéticamente con el SIV que con el HIV-1, lo que llevé a
sugerir que el HIV puede haber sido introducido recientemente en las poblaciones humanas a partir de
los primates en Africa.

En 1999, se mostré que el HIV-1 tiene su origen en la especie de chimpancés Pan troglodytes
troglodytes, en el que el virus ha co-evolucionado durante siglos. De hecho, los SIVs no parecen causar
SIDA en sus hospedadores naturales.

Por otro lado, cabe destacar la singularidad de que los chimpancés son, entre las especies actuales, los
animales mas relacionados con el hombre.

Primeras drogas y terapia antirretroviral

En 1985 se describié la primera droga, el zidovudine (o AZT), con actividad in vitro y en pacientes con
SIDA. Su uso en humanos fue aprobado en 1987.

En 1995 se aprueba el uso en pacientes del primer inhibidor de proteasa, el saquinavir, lo que posibilitd
la formulaciéon de la terapia antirretroviral altamente activa (HAART, “highly active antiretroviral
therapy”).

En la figura 1 se representa la tasa de mortalidad en Espafia por HIV/SIDA total y por sexos entre 1981-
2013. Pese a la introduccion de AZT como droga antiviral en 1987, la tasa de mortalidad aumenta hasta
alcanzar su pico en 1995, momento en que se aprueba el uso de saquinavir y la introduccion de la HAART.
Esta grafica refleja la importancia de la extension de la terapia antirretroviral para disminuir las muertes
por SIDA. No obstante, y como comentaremos en breves, esta tendencia no se empieza a observar a
nivel global hasta 2006.
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Figura 1. Tasas de mortalidad en Espafia por HIV/SIDA total y por sexos,
1981-2013. Fuente: Centro Nacional de Epidemiologia (ISCIII).
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De infeccion incurable a infeccion cronica

El HIV es el agente infeccioso mds intensamente estudiado de todos los tiempos. Los estudios sobre la
patogénesis del HIV han dado como resultado que la infeccion por HIV haya pasado de ser una
enfermedad incurable y de consecuencias fatales a ser considerada una infeccién crénica. Si bien esto es
asi en los paises desarrollados, pues aiin hay muchas personas en los paises pobres que no tienen acceso
a estos medicamentos.

Por otro lado, el hecho de que la enfermedad sea controlable por tratamiento no nos debe hacer bajar
la guardia en las medidas de proteccidén frente a la transmisidn, pues sigue siendo una enfermedad
incurable.

1.2. Epidemiologia

La infeccién pandémica por HIV se expandid rapidamente a todos los lugares del mundo (Fig. 2). Desde
principios de los afios 80, alrededor de 60 millones de personas han contraido el HIV, y mds de 35 millones
han muerto.

Prevalencia e incidencia del HIV
Los términos prevalencia e incidencia, muy utilizados en epidemiologia, no son equivalentes.

e La prevalencia indica el nimero total de individuos infectados en un momento dado.
e La incidencia hace referencia al nimero de casos de infeccidon producidos en un determinado
periodo de tiempo, siendo con frecuencia referida a periodos anuales.

El nimero de casos nuevos alcanzé su maximo en 1999, con 3,16 millones de infecciones, y desde
entonces ha ido disminuyendo hasta los 1,94 millones en 2017 (Fig. 2a).

Aungue el nimero de nuevos casos, incidencia anual, alcanzé su maximo en 1999, cuando se analiza la
prevalencia de la infeccidn (Fig. 2b) esta sigue aumentando desde el inicio de la pandemia, estimandose
que, en 2017, el numero de personas que estaban infectadas era de unos 36,8 millones.
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Figura 2. Incidencia, prevalencia, mortalidad y personas en tratamiento con TAR a nivel mundial, por sexo,
para todas las edades, 1980-2017 (Frank et al., 2019).



Mortalidad y extension del tratamiento antirretroviral

En 1996, después de mas de una década de aumentos constantes, las muertes por SIDA empezaron a
decrecer en USA y algunas naciones de Europa Occidental. La bajada es debida principalmente a la
introduccion de terapias poderosas capaces de retardar la actividad HIV. Pero esta tendencia de los
paises industrializados no se observd a nivel global hasta 2006 (Fig. 2c), donde se alcanzé el pico maximo
de mortalidad, con alrededor de 2 millones de muertes. Desde entonces se ha producido una continua
disminucién en la mortalidad global, que en 2017 fue de unas 950.000 personas.

Esta disminucidn en la tasa de mortalidad es un efecto directo del esfuerzo que se estd realizando en
hacer llegar los tratamientos al mayor nimero posible de personas. Asi, mientras que en 2006, poco
menos de tres millones de personas recibieron tratamiento, en 2017, el tratamiento llegd a casi 22
millones de personas (Fig. 2d). No obstante, aln entonces un 40% de las personas infectadas seguian sin
recibir tratamiento.

La extension del tratamiento a las personas infectadas es fruto de una iniciativa publico-privada conocida
como UNAIDS (www.unaids.org) o ONUSIDA (en espafiol) cuyo objetivo es poner fin a la epidemia del
SIDA en 2030. Pero para alcanzar este objetivo, resulta fundamental el diagndstico de todas las personas
que estén infectadas. 90-90-90 es un ambicioso objetivo de tratamiento para contribuir al fin de la
epidemia de sida:

e Queen 2020 el 90% de las personas que viven con el HIV conozcan su estado serolégico respecto
al HIV.

e Que en 2020 el 90% de las personas diagnosticadas con el HIV reciban terapia antirretrovirica
continuada.

e Que en 2020 el 90% de las personas que reciben terapia antirretrovirica tengan supresion viral.

Con respecto a este objetivo, a dia de hoy hay 38 millones de personas que viven con el HIV, el 81% sabe
que es seropositivo, dos de cada tres personas infectadas reciben terapia antirretroviral y solo el 59%
que viven con el HIV tienen niveles indetectables de virus.

Distribucion de la poblacion infectada

La distribucién de la poblacién infectada no es homogénea, siendo Africa subsahariana la que muestra
una prevalencia mayor (Fig. 3). Se estima que aqui se encuentran alrededor del 70% de los casos HIV-
positivos y donde se han producido el 80% de las muertes causadas hasta el momento por esta epidemia
(Fig. 4). La prevalencia media es del 8,8% en la poblacién adulta (15-49 afios), en algunos paises de esta
region la prevalencia en adultos es superior al 20%. Asimismo, la incidencia también es mayor en estas
regiones de Africa subsahariana (Fig. 5).

Entre las causas de la elevada incidencia esta la transmisién de madre a hijo, que ocurre entre el 15 y el
25% de los partos de madres HIV-positivas. La transmisidn vertical del HIV puede ocurrir de diferentes
formas:

e En el atero, como un resultado de la exposicion al virus a través de la placenta o en el liquido
amniotico.

e Durante el parto, por el contacto con la sangre o secreciones vaginales.

e Posnatalmente, a través de la leche materna.


http://www.unaids.org/
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En mas del 80% de los casos, esta transmision se produce por contaminacion en el canal del parto. La
cesdrea programada y el tratamiento farmacolégico de la madre en los dias previos al parto y durante el
mismo reducen la tasa de transmision a menos del 2%.

En las regiones mas afectadas, HIV ha revertido las mejoras en |la esperanza de vida que se habian logrado.
En Africa del sur, la esperanza de vida subié de 44 afios en 1950 a 59 afios en 1980, pero después de estas
décadas la esperanza de vida vuelve a estar por debajo de 45.
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Figura 3. Prevalencia de la infeccidn por HIV en todo el mundo. Se observa cdmo la mayor parte de los casos se
localizan en Africa subsahariana (Frank et al., 2019).
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Figura 4. Mortalidad de la infeccion por HIV en todo el mundo. Se observa cémo la mayor parte de la mortalidad se
produce en Africa subsahariana (Frank et al., 2019).
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Figura 5. Incidencia de la infeccién por HIV en todo el mundo. Se observa cémo la mayor parte de nuevos casos se
producen en Africa subsahariana (Frank et al., 2019).

2. Clasificacion

Ambos HIV-1 y HIV-2 son virus RNA que pertenecen al género lentivirus, citopatico y no oncogénico, de
la familia Retroviridae.

Aungue los primeros casos registrados en las publicaciones médicas fueron en 1981 y correspondian a
pacientes de Estados Unidos, pronto se evidencié que la enfermedad llevaba mucho tiempo en Africa.
Habia permanecido oculta para la ciencia por estar afectando a persona que habitan las partes mas
olvidadas del planeta (alli se le conocia como “slim disease”).

Estudios filogenéticos recientes indican que el origen de la pandemia estuvo en Kinshasa, la capital de la
Republica Popular del Congo, alrededor de 1920.

2.1. Grupos genéticos

Dentro de las cepas de HIV-1, hay tres grupos genéticos distintos, designados M (“major”), O (“outlier”)
y N (“non-M, non-0"). Estos grupos tienen su origen en transmisiones independientes a humanos desde
chimpancés (grupos My N), gorilas (grupo O) y monos mangabeys (HIV-2).

e Los virus de grupo M se encuentran distribuidos en todo el mundo.

e Los virus del grupo O, altamente divergentes, se han aislado hasta ahora en Africa, Alemania,
Francia y otras partes de Europa.

e El grupo N (que hasta ahora sélo se ha encontrado en Cameruin) es un mosaico formado entre
dos lineas virales divergentes relacionadas con HIV-1 y SIV (de chimpancé), posiblemente
producidas por recombinacion.
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2.2. Grupo M: “clades”

El grupo M se divide a su vez en nueve subtipos genéticos o "clades" (A, B,C, D, F, G, H, J y K), de acuerdo
con el grado de divergencia de secuencia entre los genes gag y env (Fig. 6).

Los virus de los diferentes "clades" pueden diferir tanto como un 35% en la secuencia de aminoacidos de
env, y hasta un 20% dentro de un mismo “clade”. Se considera que todos los “clades” provienen de un
ancestro comun que se origind alrededor de 1920.

El clade B es el mas comun en Europa y América del Norte, mientras que el clade C es el mas extendido
en Africa. En la figura 7 se muestra la distribucién geografica de los distintos “clades”. También se aislan
virus producidos por recombinacién entre clades distintos y que se encuentran ampliamente distribuidos.
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gag LTR
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]
[MA] CAJpZ NCIpi[p6 | 1
Poliproteina 55 kDa Gag gp120 | gpat
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[MA[CAlpZNCpips™[PR [ RT [IN]

Poliproteina 160 kDa Gag-Pol

Figura 6. Representacion esquemadtica del genoma del HIV-1y las poliproteinas virales
a las que da lugar la expresidon de sus genes. En ambos extremos se muestran las
secuencias repetidas largas (LTR), ademas de los genes gag, pol y env, que codifican
las proteinas esenciales del virus, y los genes que codifican las proteinas reguladoras
y accesorias. También se representan los productos de la expresion de los genes gag,
pol y env, asi como las proteinas a las que dan lugar después del procesamiento
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Figura 7. Distribucidn geografica de los distintos subtipos (“clades”) del grupo M de
HIV-1. El clade B es el mas comun en Europa y América del Norte, mientras que el C
es el mas predominante en Africa. En azul se muestra la distribucién de formas
recombinantes que circulan en la poblacién y que son el resultado de la
recombinacion de subtipos definidos.



3. Composicidn del virus

3.1. Morfologia, estructura, tamafio y organizacién genémica del virién
Morfologia, estructura y tamaiio

Mediante microscopia electrdnica se ha determinado que el virién HIV-1 mide aproximadamente entre
100 a 150 nm de diametro (Fig. 8a).

Al igual que otros lentivirus, la envuelta del HIV-1 estd constituida por una bicapa lipidica que el virién
adquiere al salir de las células hospedadoras por gemacién. Formando parte de esta envuelta se localizan
dos glicoproteinas codificadas por el virus:

v" Glicoproteina gp120 (SU): estd expuesta hacia el exterior de la superficie del viridn.
v" Glicoproteina gp41 (TM): tiene un dominio transmembrana y establece interacciones con
gp120.

Por debajo de la bicapa encontramos un "core" o centro cilindrico electrodenso formado por la proteina

|Il

de la matriz (MA, p17) y una cdpsida cdnica formada por la proteina p24 (CA). En el interior del “core”
se encuentran dos copias de RNA de cadena sencilla, cada una contiene un genoma viral completo. Estas
dos copias de RNA estan estabilizadas como un complejo ribonucleoproteico junto con la proteina de la

nucleocapsida (NC, p7).

Finalmente, unidas al genoma viral se localizan las moléculas de retrotranscriptasa, y dentro del interior
de la capsida también se localizan la proteasa e integrasa.

) qq? b

N - 5 % ; ‘.‘. 4 .:-.
?;vne:c':plm d . J: ;&' /b '.:.?\ .!" v

Figura 8. (a) Representacidn de la estructura del HIV-1. Se indica la localizacién de
las proteinas mas representativas del virion. (b) Micrografia electrdnica del virion
del HIV-1 en la que se observa el core cilindrico rodeado de una capa de lipidos.
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Organizacidon genédmica

El genoma HIV tiene unas 10 kb de longitud y presenta la organizacién tipica de los retrovirus (Fig. 6).
Cuando el genoma del HIV estd integrado se encuentra flanqueado en sus extremos 3’ y 5" por dos
extremos repetitivos largos (LTRs), formados por las regiones U3, Ry U5, que son responsables del inicio
de la retrotranscripcién y de la poliadenilacion del RNA mensajero.

El HIV-1 presenta en su genoma tres genes estructurales:

v" El gen gag, que codifica los componentes estructurales del virién (proteinas CA, MA y NC).
v" El gen pol, que codifica varias enzimas virales (retrotranscriptasa, proteasa e integrasa).
v" El gen env, que codifica las glicoproteinas de cubierta (gp120y gp41).

Ademas, el HIV-1 forma parte de un grupo conocido como retrovirus complejos, que a diferencia de los
retrovirus simples presentan tres genes reguladores (tat, rev y nef) y tres genes accesorios (vif, vpry vpu

o vpx en HIV-2), que se expresan gracias a mecanismos de splicing alternativo. Las proteinas codificadas
por estos genes funcionan en fases tempranas y tardias del ciclo de replicacion para regular la
transcripcién y traduccion de las proteinas virales y para aumentar el ensamblaje y liberacion de
particulas desde las células infectadas (ver Tabla 1).

Gen Proteina Tamafo Funcion
Genes estructurales
Matriz (MA) pl7
Cépsida (CA) p24 . “o
gag L. Proteinas estructurales del “core
Nucleocapsida (NC) p7
p6 pé
p6 pé
Proteasa (PR) pl2 . .
pol . Enzimas virales
Retrotranscriptasa (RT) p66/p51
Integrasa (IN) p32
Glicoproteina de superficie (SU) gp120 . 3 .
env 3 Glicoproteinas de la envuelta viral
Proteina transmembrana (TM) gp4l

Genes reguladores
tat Tat pla Activador de la transcripcién viral
Transporte de mRNA de tamaiio
rev Rev p19 .
completo al citoplasma
Bloque presentacion MHC-l e
nef Nef p28 . . .
interacciona y degradacién de CD4
Genes accesorios

Bloquea la actividad de la proteina

vif Vif p24
APOBEC 3G
Promueve la liberacion de
vpu Vpu pl6 , .
particulas virales
vpr Vpr pl5 Detiene la proliferacion celular
vpXx Vpx pla Promueve la replicacion viral

Tabla 1. Genes del HIV-1, producto génico asociado, tamafio y funciones.
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Transcripcion de los genes estructurales en retrovirus simples

Los retrovirus simples Unicamente presentan en su genoma los tres genes estructurales gag, pol y env,
cuya transcripcion es dirigida desde la repeticion LTR localizada en el extremo 5’. La transcripcion del DNA
provirico por la RNA polimerasa Il de la célula hospedadora produce transcritos de RNA de tamafio
completo, que pueden (Fig. 9):

v" Traducirse para generar precursores Gag (90% de las veces) y precursores Gag-Pol (10% de las
veces), que dependerd de que se produzca o no un cambio de fase de lectura durante la
traduccidn en el ribosoma. El procesamiento de las poliproteinas esta mediado por la proteasa,
gue permitira la formacién de las proteinas maduras.

v" Sufrir un proceso de splicing para generar precursores env, que se traduce en un polipéptido
cuya glicosilacion origina la proteina gp160, como veremos en el siguiente apartado.

Alternativamente, el RNA transcrito sirve de RNA gendmico para su incorporacion en los viriones, como
veremos en el apartado de ciclo bioldgico.

LTR LTR

gag env

pol

Gag, Pol

—

Figura 9. Proceso de transcripcion en retrovirus simples. Created in BioRender.

Env

Regulacion del transporte de los mRNA en retrovirus complejos: proteinas Rev

La proteina viral Rev se expresa Unicamente en los retrovirus complejos como lo es el HIV-1, y su funcidn
es la de transportar desde el nucleo al citoplasma aquellos mMRNA que presentan el elemento RRE, que
se encuentra localizado en la regién codificante del gen env. Por tanto, los mRNA que presentaran el
elemento RRE son los mRNA de tamafo completo (que se traducen en los precursores Gag y Gag-Pol), el
MRNA de env y los mRNA de los genes accesorios. A su vez, los mRNA de los genes reguladores no
presentan el elemento RRE.

Gracias a este transporte mediado por Rev la expresién de los genes de los retrovirus complejos esta
regulada temporalmente (Fig. 10).

v Inicio de la infeccidn: los niveles de Rev son bajos, por lo que se favorece el transporte de los
mMRNA que no contienen el elemento Rev, que permitird en las etapas iniciales la expresién de
las proteinas reguladoras.

v' Etapas finales de la infeccién: los niveles de Rev habrdn aumentado, favoreciéndose el
transporte de los mMRNAs estructurales y accesorios. En esta etapa de la infeccién se producird la
expresion de las proteinas estructurales y enzimaticas que seran necesarias para el ensamblaje
de los nuevos viriones.
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LTR ‘ -

gag vif ‘ .ref
pol tat [131

vpu

env
Gag, Pol @

L

Vif

Vpr

Vpuy Env @

e
— =
——

Created in BioRe

Figura 10. Proceso de transcripcidn en retrovirus complejos. Se muestra el elemento RRE. Created in BioRender.

Activacion de la transcripcion: proteina Tat
Como venimos diciendo, el genoma del HIV integrado esta flanqueado por las secuencias LTR:

v" LTR 5’: contiene el promotor transcripcional y sitios de unidn a los factores de transcripcién AP-
1y NFkB.

v" LTR 3’: contiene el sitio de poliadenilacién (y con ello el sitio de parada transcripcional).
La transcripcién del provirus esta mediada por la RNA pol Il celular y es incrementada por la proteina Tat.

En la region LTR 5’ del mRNA existe una estructura conocida como TAR, que es el sitio de unién de la
proteina Tat. Cuando Tat interacciona con TAR, se produce el reclutamiento de ciclina T y Cdk9 cuya
funcién es aumentar la procesividad de la RNA pol Il.

Existe un bucle de retroalimentacion positiva, pues a medida que se produce una acumulacién de la
proteina Tat se produce un aumento de la transcripcion del provirus.

3.2. Proteinas estructurales
Formacion de trimeros de gp41 y gp120

El producto mayor del gen env se sintetiza como un polipéptido de 88-kDa. Esta proteina experimenta
una serie de etapas de glicosilacion en el reticulo endoplasmatico (RE) y en el aparato de Golgi, dando
un producto de aproximadamente 160 kDa. Asi, la molécula resultante, gp160, estd glicosilada

principalmente con azlcares unidos por N que suponen aproximadamente la mitad del peso molecular
final.
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Es también en el RE donde la proteina se ensambla formando trimeros, siendo asi transportada a la
membrana plasmatica. Durante su transporte a la membrana, la gp160 es partida por una serin-proteasa
celular para generar las subunidades transmembrana (gp41) y de superficie (gp120).

Como para otros virus con cubierta, la rotura de las proteinas integrales de membrana es una etapa critica
en el ciclo de vida del virus. Mutaciones dentro del sitio de rotura endoproteolitico de la gp160 de HIV-1
resultan en la liberacién de particulas que son morfoldgicamente indistinguibles del virus natural, pero
no infectivas.

Tras la rotura proteolitica, la gp120 permanece covalentemente asociada con gp41 sobre la superficie
celular y son incorporadas en la cubierta de los viriones que brotan.

Subunidad gp120

La subunidad gp120 esta implicada en el anclaje, la unidn a CD4 y la unién al correceptor. Contiene (Fig.
11):

e 5 dominios conservados (C1-C5): estas regiones conservadas contienen los dominios criticos
para la unién a las células.
¢ 5 dominios variables (V1-V5): se localizan cerca de la superficie de gp120.

Las regiones V1-V4 forman una especie de lazos (“loops”) que se anclan mediante puentes disulfuro.
Estos lazos variables, junto a los sitios de glicosilacidn, generan epitopos altamente variables frente a la
respuesta inmunitaria humoral, pero su funcidn no es sélo la evasion de la respuesta inmunitaria: los
lazos V1/V2 y particularmente el V3 desempefian papeles importantes en la unién de Env al correceptor.

Subunidad gp41

La subunidad gp41 de Env constituye la maquinaria molecular responsable de la fusién de membranas.
La proteina consta de (Fig. 11):

e Un largo dominio extracelular (ectodominio): consta de un péptido de fusidn hidrofébico N-
terminal y dos dominios (HR1 y HR2) que son criticos para el proceso de fusion.

e Un anclaje transmembrana.

e Un dominio que se extiende en el interior de la membrana del virus.

- Las glicoproteinas de la cubierta se ordenan sobre la superficie como trimeros en una configuracion de
pincho-botdn tipica ("spike-and-knob"). Se estima que existen 72 de estas ordenaciones por virién.

PS gp120 gpdl

Vi v2 Y3 AL Vs DT

Figura 11. Dominios de las proteinas gp120y gp41, productos proteicos del gen env (Spinelli,
2014).
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4. Biologia
4.1. Estrategia de replicacion

Anclaje y entrada del VIH

El virus se ancla a la célula diana a través de la interaccidn de la glicoproteina de la cubierta gp120 vy el
receptor celular CD4, esto permite el anclaje, no la entrada (Fig. 12).
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Figura 12. Anclaje y entrada del VIH. Esta figura ilustra como se produce el proceso de adhesién y entrada
del HIV-1 en la célula hospedadora. Este proceso esta mediado por la interaccién entre la proteina gp120
con el CD4 y el correceptor correspondiente, y la proteina gp41. Fuente: Adaptado de De Clercq (2003).

Sintesis de DNA y integracion cromosoma del hospedador

Cuando se ha producido la interaccion de la gp120 con los receptores se da el proceso de fusidn de la
envuelta del virus con la membrana celular de la célula hospedadora. Después de la penetracion, el
complejo ribonucleoproteico queda libre en el citoplasma. La conversion del RNA virico a DNA es
realizada por las actividades coordinadas polimerasa y ribonucleasa H de la RT virica. La RT (DNA
polimerasa dependiente de RNA), primero sintetiza una cadena complementaria de DNA a partir del RNA
gendmico, utilizando como cebador el tRNA-Lys celular, mientras que la ribonucleasa H degrada
selectivamente el molde de RNA original. La enzima entonces sintetiza una segunda cadena de DNA
dando lugar a una copia de DNA de doble cadena a partir del genoma RNA original.

Una vez sintetizado, el DNA viral pasa al nucleo formando un complejo en el que se encuentran varias
proteinas virales (integrasa, RT y Vpr) y la proteina celular HMG-1(Y). Es la proteina Vpr la que conecta el
complejo a la maquinaria de importacidn nuclear.

Después de la translocacion al nicleo, el DNA linear de doble cadena se integra directamente en el
cromosoma del hospedador por accién de la enzima integrasa codificada en el genoma viral. Aunque
inicialmente se pensé que la integracién del genoma viral ocurria al azar, estudios de secuenciacion del
genoma humano han mostrado que el virus tiende a integrarse en genes que estan activos
transcripcionalmente, lo que va a favorecer su replicacién y expansion.
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Regulacion de la transcripcion viral

Una vez integrado, la activacion de la transcripcidn es dependiente de la actividad coordinada de factores
virales y celulares. Existen varias proteinas virales, y celulares, que van a regular el proceso, pero cuya
descripcién excede los limites de este tema. No obstante, cabe mencionar que entre los factores celulares
implicados en la iniciacidn de la transcripcion del genoma viral esta el factor de transcripcion Rel/NF-kB.
Este factor no existe en forma activa en los linfocitos T-CD4+ en estado de reposo celular, y su sintesis es
inducida unicamente en el curso de los procesos de activacidn inmunolégica por la accidon de mitégenos,
citoquinas y otras proteinas activadoras. De esta manera, el linfocito T-CD4+ representa un doble nicho
ecoldgico en el ciclo bioldgico del HIV: en estado de reposo celular permite la latencia viral al carecer de
los factores necesarios para permitir la replicacién del HIV; por el contrario, la activacién celular induce
en el linfocito T-CD4+ las proteinas necesarias para iniciar la transcripcion del genoma viral,
transformandose asi en una célula especialmente permisiva para la replicacién del HIV.

La transcripcion del DNA proviral por la RNA polimerasa Il de la célula hospedadora produce transcritos
de RNA de tamafio completo. Algunas de estas moléculas se exportan al citoplasma y se utilizan como

mRNA, donde seran traducidos para producir las poliproteinas precursoras Gag y Gag-Pol.
Montaje de los componentes virales

El gen env es traducido por ribosomas asociados al reticulo endoplasmatico. Las proteinas sintetizadas se
transportan a través del aparato de Golgi donde se glicosilan y se procesan para formar la glicoproteina
de superficie gp120 y la proteina transmembrana gp41. Estas proteinas maduras se transportan a la
superficie de la célula infectada.

El ensamblaje del nucleo del virién compuesto de RNA HIV, proteinas modificadas del virus y enzimas
tiene lugar en la membrana plasmatica. Los viriones maduros se forman por gemacion a través de la
membrana plasmatica, al tiempo que adquieren las glicoproteinas de la cubierta externa (gp120) y
transmembrana (gp41). Para completar la gemacion, el virus secuestra la maquinaria de transporte
vesicular de la célula (Fig. 13). De hecho, el estudio de |a biologia del HIV ha propiciado grandes avances
en el conocimiento de muchos procesos celulares desde el trafico vesicular a mecanismos de control
transcripcional, exportacion de RNA y control de los retroelementos enddgenos, entre otros.
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Figura 13. Resumen del ciclo de replicacion viral del VIH-1, desde la adsorcion y fusidn con una célula hasta

la produccidn y salida de nuevas particulas virales. (1) Las proteinas gp120 y gp41 van a mediar la adhesién y

entrada del virus. (2) La capsida del virus es liberada en el citoplasma de la célula diana. (3) Una vez en el
citoplasma, el contenido de la cépsida (integrasa, proteasa, RT, RNA) es liberado. La retrotranscriptasa viral
sintetiza ADN a partir de RNA viral. (4) El complejo ADN-integrasa migra al nucleo, se produce una escision
en el ADN celular y el ADN proviral se integra de manera no especifica de sitio. (5) El nuevo RNA sintetizado
pasa a usarse como RNA gendmico y también para producir algunas proteinas virales. (6) El RNA, las proteinas
virales y otros componentes, migran a la superficie celular para formar un nuevo, pero todavia inmaduro,
virion (7) El virus se desprende de la célula hospedadora por gemacion, incorporando las proteinas gp120 y
gp41 en la bicapa lipidica. La maduracién del virus tiene lugar después de su desprendimiento, por cortes
proteoliticos en la particula viral. Figura adaptada de Flint et al., 2001.

5. Patogénesis

En la gran mayoria de los individuos, la infeccién con HIV-1 resulta en una gradual pero sostenida pérdida

de células T CD4+ y el consiguiente desarrollo de una disfuncidn inmunoldgica, y la aparicién de

infecciones oportunistas que son el sello del SIDA. En la mayoria de los casos, la progresion al SIDA ocurre
después de un periodo prolongado de estabilidad clinica que dura alrededor de 8 a 10 afios. Sin embargo,
en un nimero pequeiio de personas, la progresién de la enfermedad ocurre rapidamente entre 1y 3

afios después de la infeccion.

Aunque la infeccién con HIV-2 puede también causar SIDA, el periodo de progresién clinica es

considerablemente mas largo, lo que sugiere que HIV-2 puede ser menos virulento.
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Progresiodn clinica

A pesar de la variaciéon en la velocidad de progresion clinica, la infeccion con HIV procede cominmente
en tres etapas:

Infeccidn primaria o fase aguda,
Infeccion clinicamente asintomatica o fase crdénica, y
3. Progresion sintomatica de la enfermedad (Fig. 14).

ACUTE
PHASE . CHRONIC PHASE . AIDS

.

CD4 TCELL
COUNT

VIRAL LOAD

1 2 3 4 5 6 7 8 9 w0n
WEEKS YEARS

Figura 14. Resumen el curso de la patogénesis del SIDA. Se distinguen las tres fases de la patologia: fase
aguda, fase cronica y fase enfermedad. También se muestran la destruccion progresiva de células T CD4+ a
lo largo del desarrollo de la enfermedad y el progreso de carga viral con el tiempo. Fuente: Fauci et al (1996)

Un principio importante e incontrovertible es que durante la infeccion HIV-1, la replicacion del virus es
continla durante todas las etapas, incluso durante la prolongada fase asintomatica que se encuentra
entre la infeccion primaria y el desarrollo del SIDA.

5.1 Infeccidn primaria o fase aguda

La infeccidon primaria con HIV-1 se caracteriza por un periodo de replicacién explosiva del virus.
Estimaciones cuantitativas de la carga viral durante este tiempo indican que los niveles de HIV-1
circulantes pueden alcanzar 107 particulas por ml de plasma, comparable o mayor a la que se alcanza en
individuos con SIDA avanzado. A pesar de esta elevada viremia, muchos individuos permanecen
clinicamente asintomaticos, mientras que otros exhiben sintomas similares a gripes, incluida fiebre.

La resolucidn de la fase aguda ocurre en unas pocas semanas después de la exposicidn al virus y esta
asociada con el desarrollo de anticuerpos especificos de HIV-1 y seroconversidn. Si bien, antes de la
seroconversion, ya se observa una clara disminucién de los niveles circulantes del virus, resultado de la
respuesta inmunitaria (celular y humoral) frente al virus que se ha generado. Los anticuerpos frente a
HIV-1 contribuyen a reducir los niveles de virus circulantes bien directamente a través de la neutralizacion
de virus, o indirectamente a través de la formacién de inmunocomplejos que son subsiguientemente
retirados por el sistema reticuloendotelial. Por otro lado, los linfocitos T citotdxicos (CTL) especificos de
HIV-1 van a eliminar células infectadas por HIV y suprimir la replicacion a través de la secrecidon de
citoquinas antivirales.

Estudios longitudinales de muestras sanguineas tomadas durante la infeccion primaria indican que la
actividad CTL especifica coincide temporalmente con una bajada rapida en la viremia, lo que sugiere que
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la inmunidad celular desempefia un papel critico en la restriccidn inicial de la replicacién virica. Por lo
contrario, los anticuerpos capaces de neutralizar la infectividad HIV-1 aparecen mas tarde, cuando los
niveles del virus han bajado significativamente de la circulacion.

A pesar del hecho de que el HIV-1 induce respuestas inmunitarias antivirales bastante fuertes, la
replicaciéon viral nunca resulta totalmente controlada en los individuos infectados. Esto es debido a la
gran capacidad que tiene este virus para generar variabilidad. Analizaremos este hecho mas adelante,
cuando hagamos referencia a la generacion de resistencia a fadrmacos.

En la mayoria de los individuos, la carga virica en el plasma se estabiliza después de la infeccién aguda.
Este "plateau" varia considerablemente de persona a persona, pero generalmente se encuentra entre
1032 a 10° copias de RNA virico por ml de plasma. Los niveles estacionarios de HIV-1 en el plasma después
de la infeccion primaria es predictiva de la velocidad de progresion de la enfermedad. Los niveles en
plasma de RNA HIV que exceden 10° copias/ml después de la seroconversidn es una fuerte indicacién de
una progresion rapida hacia el SIDA, mientras que los niveles de RNA HIV-1 por debajo de 10° copias/ml
se asocian a un curso clinico mas estable.

5.2. Infeccidn asintomatica o crénica

Con la resolucién de la enfermedad aguda, muchos individuos entran en un periodo asintomdtico de
duracidn variable (con un promedio de 9 afios) que se caracteriza por niveles bajos de antigenos HIV-1
en la sangre periférica y relativamente pocas manifestaciones clinicas; sin embargo, se sabe ahora que la
latencia clinica no significa una latencia viral. Los niveles plasmaticos de RNA HIV-1 se encuentran en el
rango 103%-10° copias/ml (Fig. 15). Sin embargo, los titulos de virus infecciosos son varios 6rdenes de
magnitud menores, indicando que muchos de los virus plasmaticos son defectivos, deteriorados o
neutralizados.

La frecuencia de células T CD4+ circulantes que contienen DNA de HIV-1 se estima que se encuentra entre
1 en 1000 a 1 en 100.000 células en individuos asintomaticos, mientras que en pacientes con SIDA, la
frecuencia puede alcanzar con facilidad 1 en 100 células. Ademas, en la fase crénica se estima que en la
mayoria de los linfocitos T infectados el virus se encuentra en forma latente, y sélo se produce una
replicacion activa del virus en el 1% de los linfocitos T-CD4+ infectados.

El tratamiento de individuos infectados con farmacos anti-HIV durante esta etapa produce una reduccion
drastica en la cantidad de virus libre en la circulacion y un aumento en el nimero de células T CD4+.
Mediante extrapolacidn a partir de estos cambios de viremia, se ha estimado que méas de 10° viriones son
producidos y retirados de la circulacidn por dia en una persona infectada.

Se estima que alrededor de 108 linfocitos T-CD4+ son destruidos diariamente por el HIV. Para mantener
el nimero de células T CD4+ circulantes, el sistema inmunitario debe responder reponiendo la poblacién
de células CD4+, lo que conduce a un recambio rapido y constante de células y virus. El hecho de que la
mayoria de los pacientes asintomaticos mantengan contajes bastante estables de células T CD4+ durante
periodos prolongados ante una replicacién tan extensiva del virus refleja la elasticidad del sistema
inmunitario para proveer nuevas células CD4+. Aunque este balance puede ser mantenido durante
muchos afios, se produce al final una pérdida progresiva de células T CD4+ con el consiguiente deterioro
de la funcién inmunitaria.
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5.3. Progresion a la enfermedad sistémica

Cuando el nivel de células T CD4 cae por debajo de 200 células por milimetro clbico de sangre, se dice
entonces que la persona tiene el SIDA, la enfermedad. Téngase en cuenta que en personas normales
existen alrededor de 1000 células T CD4+ por microlito de sangre (Fig. 15).

Evolucién de la infeccién por el VIH

Antes de Infeccion aguda Infeccién crénica
la infeccion por el VIH por el VIH SIDA

@ Infeccion

Semanas a meses Anos

() célula cpa i viH

Figura 15. Cantidad de Linfocitos T CD4+ y particulas virales de VIH presentes en cada una de las fases de la
infeccion: Antes de la infeccidn, infeccidn aguado, infeccidn crdnica y la fase final, SIDA.

La bajada en los contajes de células T CD4+, acompafiada por frecuentes infecciones oportunistas y
desarrollo de tumores, es generalmente signo del desarrollo del SIDA.
En algunos pacientes, los contajes de células T CD4+ declinan gradualmente a lo largo de la infeccidn,
mientras que otros experimentan una caida brusca después de un periodo de relativa estabilidad.

Analisis longitudinales demuestran que los niveles de virus presentes en la sangre periférica aumentan
antes del comienzo del SIDA, indicando que la carga viral esta directamente relacionada con el deterioro
inmunolégico y clinico del paciente.

La diversidad dentro del genoma viral aumenta a través de la infeccion, alcanzando un "plateau” en el
momento de una deplecidn significativa de las células T CD4+. Incluso durante la infeccidn clinica
asintomatica, los pacientes pueden albergar hasta un milldn de variantes genéticamente distintas.
Estudios filogenéticos muestran que a través del curso de la infeccidn, aparecen oleadas de nuevas
cuasiespecies virales, sdlo para ser eliminadas y reemplazadas por poblaciones nuevas. Es probable que
la progresidn de la enfermedad esté unida a la emergencia de variantes con incrementada virulencia o,
alternativamente, variantes que pueden escapar a la deteccidn del sistema inmunitario.

Ademas de la deplecion de células T CD4+, los individuos infectados por HIV-1 exhiben defectos en otros
apartados del sistema inmunitario. Las células B aisladas de pacientes con SIDA estan a menudo en un
estado de activacion crénica que conduce a una hipergammaglobulinemia y produccion de elevadas
cantidades de autoanticuerpos; la actividad citotédxica de las células NK (“natural killer”) esta disminuida;
la actividad de las APC (“antigen-presenting cells”) esta deteriorada o es aberrante.

Los perfiles de citoquinas también se encuentran alterados, se observan niveles aumentados de IL-6 y
TNF-a en el plasma de pacientes con SIDA. Estas citoquinas se ha visto que estimulan la expresion de HIV-
1invitroy pueden actuar aumentando la expresion del virus en células infectadas al tiempo que modulan
la activacién de otras células inmunitarias.
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A pesar de la bajada en los nimeros de células T CD4+, los contajes de linfocitos T CD8+ aumentan con
el progreso de la enfermedad. Sin embargo, la ausencia de ayuda de las células T CD4+ hace que la
actividad citotdxica especifica de HIV-1 mediada por células T CD8+ esté a menudo reducida o ausente
en pacientes de SIDA.

5.4. Resistentes de larga duracion.

Cuando la epidemia ya ha cumplido su tercera década, un pequefio nimero de individuos infectados con
HIV-1 han sido identificados que se mantienen clinica e inmunoldégicamente sanos a pesar de infecciones
de 20 afios y mas. Estos individuos, denominados sobrevivientes de larga duracion o “supresores de
elite” (“elite suppressors”), y que son capaces de controlar la replicacién del HIV-1 sin tratamiento, son
el foco de considerables esfuerzos de investigacién encaminados a elucidar los factores del hospedador
y virales que pueden contribuir a la atenuacién de la progresion de la enfermedad.

La carga viral en estos individuos es considerablemente mas baja que la encontrada en pacientes que
progresan hacia el SIDA. Esto puede ser debido en parte a la presencia de una respuesta inmunitaria anti-
HIV particularmente vigorosa, incluyendo anticuerpos neutralizantes y una potente actividad antiviral
por parte de las células T CD8+.

Las cepas HIV-1 aisladas de estos pacientes a menudo se replican pobremente en cultivo, lo que sugiere
gue estos individuos pueden haber sido infectados por una cepa debilitada o atenuada del virus.

Asi, es probable que la combinacion de un virus debilitado acoplado con una respuesta inmunitaria
fuerte altere el balance entre el virus y el hospedador en una forma que al final favorezca al hospedador.

6. Los receptores de quimioquinas y la infeccién por HIV-1

La nocidn de que un correceptor era necesario para la entrada de HIV-1 se dedujo del hecho de que la
expresion de CD4 no era suficiente para explicar el tropismo de HIV-1 in vitro. Dos datos experimentales
condujeron a esta conclusion.

Por un lado, una serie de experimentos utilizando la proteina CD4 humana, indicaron que este receptor
permitia la infeccion (fusién y entrada) mediada por Env, pero sélo cuando era expresada en algunos
tipos de células humanas. En estos experimentos la principal evidencia de que CD4 es el receptor del VIH
era que anticuerpos monoclonales dirigidos contra el receptor CD4, prevenian la infeccion por el VIH-1 in
vitro. Posteriormente se comprobd que la transfeccion del gen humano del receptor CD4 a células
también humanas que no expresaban este receptor, les conferia susceptibilidad a la infeccién por el VIH-
1. Sin embargo, se reconocid que la transfeccion de CD4 en otros tipos de cultivos de células humanas no
generaba susceptibilidad a la infeccidon, lo que hacia pensar a los investigadores en la posibilidad de la
existencia de otras moléculas involucradas en la infeccion como correceptores del VIH. Aunque no se
podia descartar la existencia en las células no humanas de un factor inhibidor de la fusién. Finalmente
iniciaron la busqueda de estos cofactores de infeccidn para el VIH, que termina con el descubrimiento en
1996 de los receptores para quimoquinas, como correceptores del VIH.

El segundo fendmeno experimental fue el descubrimiento de distintos tropismos mostrados por
diferentes aislados de HIV-1 en relacidn con el tipo celular de células CD4 humanas. Todas las cepas HIV-
1 infectan y se replican en linfocitos T CD4+ primarios, estos se denominan también linfocitos T
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colaboradores y son un subgrupo de linfocitos que tienen un papel muy importante en establecer y
maximizar las capacidades de defensa del sistema inmunitario. Sin embargo, algunos aislados infectan
eficientemente a lineas celulares T CD4+ pero pobremente a macrdfagos primarios. Estos virus se
denominaron trépicos de linea celular T (TCL-trépicos). Otras cepas HIV-1 mostraron una preferencia
opuesta, infectaban macréfagos primarios mas eficientemente que lineas celulares T; éstos se
denominaron M-trépicos.

Después se vio que este tropismo in vitro tiene implicaciones importantes en la transmision y patogénesis
del HIV-1. Asi, los aislados obtenidos de sangre periférica de individuos recientemente infectados o
durante la fase asintomatica son predominantemente M-trépicos; mientras que cuando la infeccién
progresa a SIDA, son los virus TCL-trépicos los que se aislan con mas frecuencia.

Asi, a mitad de los afios 90, quedd claro que la clave del tropismo y entrada del HIV-1 estaria en la
identificacion de moléculas correceptoras, y que el tropismo es importante en el desarrollo de la
enfermedad.

6.1. Identificacion de los correceptores

El primer correceptor HIV-1 fue identificado empleando una genoteca de cDNA humana, para transfectar
una linea de ratdn que expresaba CD4 de humanos, aislando el clon de cDNA que conferia a estas células
la capacidad de ser infectadas (realmente lo que se analizé fue la capacidad de formar sincitios con células
que expresaban la proteina producto del gen Env). El andlisis de secuencia de este clon indicd que
codificaba para un miembro de la superfamilia de receptores de siete segmentos transmembrana
acoplados a proteina G (Fig. 16) Esta proteina, denominada “fusina” funcionaba (daba la capacidad de
infeccidn) con cepas HIV-1 TCL-trdpicas, pero no con las M-trépicas. Asi, “fusina” cumplia los criterios
para ser considerado el correceptor de las cepas HIV-1 TCL-trépicas.
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Figura 16. Secuencia primaria y topologia de membrana de CXCR4. Se destacan ciertos residuos de los
dominios extracelulares, incluyendo cisteinas (amarillo), residuos acidicos (rojo), residuos basicos (negro) y
sitios modificables por N-glicosilacion (estructuras ramificadas). Dominios implicados en la unién de
proteinas G se muestran en verde. Fuente: Horuk (1999).

Entre los miembros de la superfamilia de receptores acoplados a proteinas G se encuentran los
receptores de quimioquinas. Las quimioquinas son pequefias proteinas (70-90 aminoacidos) con
actividad quimiotactica para leucocitos; son secretadas por diversas células del sistema inmunitario y
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desempenan papeles fundamentales en la activacién de leucocitos y su movilizacién hacia los sitios de
inflamacion.

Existen dos clases mayoritarias de quimioquinas en humanos y que se denominan de acuerdo con la
estructura de los motivos de cisteinas del extremo N-terminal. Asi, estan las quimioquinas CXC (en las
que las dos primeras cisteinas estan separadas por un aminodacido) y las quimioquinas CC (en las que las
dos primeras cisteinas estan adyacentes).

Pronto se encontré que la “fusina” es receptor para quimioquinas CXC tales como SDF-1a y SDF-1B y fue
renombrada como receptor de quimioquinas CXCR4 (cuarto receptor para quimioquinas CXC).

Por otro lado, Cocchi et al. en 1995 encontraron que ciertas quimioquinas CC (tales como RANTES, MIP-
lay MIP-1[) producidas por LT CD8+ eran potentes inhibidores de la infeccidn de cepas HIV-1 M-trépicas
pero no de las TCL-trdpicas. Esto llevd a la caracterizacién del receptor de quimioquinas responsable de
este efecto que se designé como CCR5 (el quinto receptor para quimioquinas tipo CC). Por tanto, CCR5
se considerd como el correceptor de las cepas HIV-1 M-trdpicas. Este receptor de quimioquinas también
pertenece a la superfamilia de 7 dominios transmembrana acopladas a proteinas G. Su estructura
molecular de alta resolucién se ha obtenido mediante el uso de un inhibidor de la entrada del HIV-1
llamado Maraviroc (Fig. 17), que tiene un sitio de unién en CCR5 distinto de los sitios de reconocimiento
principales propuestos para las quimiocinasy la glicoproteina viral gp120, lo que proporciona informacion
sobre el mecanismo de inhibicidn alostérica de la sefializacion de quimiocinas y la entrada viral.

A CCRS5/Maraviroc

N terminus Rubredoxin

Figura 17. La estructura del CCR5 unido a un inhibidor de entrada del HIV-1 llamado Maraviroc (naranja)
sugiere que este compuesto actia como un inhibidor no competitivo al unirse a una regidn del CCR5 que es
distinta del sitio de unidn al HIV-1 y quimioquinas. A la derecha se muestra la estructura de dos receptores
CCR5 cristalizada con rubredoxina. Imagen obtenida de Tan et al (2013), modificada.

Los principales correceptores del HIV-1 son CCR5 y CXCR4, pero también existen otros como CCR2 en
monocitos, células T y B, y baséfilos, CCR3 en eosindfilos, microglias, basdfilos, timocitos y células
endoteliales, y CCR8 en macrdfagos, que son usados tanto por el SIV como por el VIH-1. Aunque el
significado in vivo de estos correceptores alternativos no estd en claro, es posible que el uso de
receptores distintos a CCR5 y CXCR4 puedan tener cierta importancia en la patogénesis viral. Por ejemplo,
el CCR3 es expresado en la microglia, y el uso de este receptor puede correlacionar con el neurotropismo
de una cepa dada. Un desafio importante en este campo sera el uso de estos receptores adicionales para
comprender mejor la patogénesis viral.
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6.2. Modelo para explicar el tropismo de HIV-1

En la figura 18 se muestra el modelo mas sencillo para explicar el tropismo del virus HIV-1.

e Las cepas TCL-trépicas o cepas X4 utilizan el correceptor CXCR4.

e Las cepas M-trdpicas o cepas R5 prefieren el correceptor CCR5.

e Existen otras cepas, denominadas de tropismo dual o cepas R5X4, que pueden utilizar ambos
correceptores. Los virus con tropismo dual se consideran un paso intermedio en la evolucién de
las cepas M-trdpicas hacia las TCL-trdpicas.

VARIANTES DE HIV-1

CTL-TROPICAS TROPISMO DUAL M-TROPICAS

ey
/N

CXCR4
D4 ® (tusin)

CXCR4 3 CCRS 3
| Macrophage
CCRS
|
s P

Figura 18. Modelo de funcionamiento del co-receptor del HIV-1 y su tropismo. Fuente: Adaptacion de Berger
et al. (1999).
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Por otro lado, las lineas celulares T expresan CXCR4, de manera que pueden ser infectadas por cepas TCL-
trépicas, los macréfagos primarios expresan CCR5, por lo que pueden ser infectados por cepas M-
trépicas, y las células T primarias expresan ambos correceptores (CXCR4 y CCR5), de forma que pueden
ser infectadas tanto por cepas TCL-trépicas como por M-trdpicas.

6.3. Mecanismo de la fusidn y entrada de HIV-1 mediada por los correceptores

La entrada de HIV es un proceso complejo (Fig. 19). La primera etapa es la unién de la molécula CD4 a la
gp120, que es la subunidad proteica que se encuentra en la superficie del virus. CD4 es un miembro de
la superfamilia de las inmunoglobulinas que se expresa en la membrana de monocitos, macréfagos,
algunas subseries de linfocitos T y en células dendriticas. El sitio de union a CD4 implica a regiones
conservadas y carentes de carbohidratos de gp120. Esta unidn induce cambios conformacionales grandes
en gp120 que conducen a la exposicidn en superficie de sitios de unién al correceptor de alta afinidad.
Como consecuencia de este cambio quedan expuestos en la superficie los lazos V1/V2 y V3, responsables
de la interaccion con el correceptor.

La unién entonces del correceptor a la gp120 produce nuevos cambios conformacionales que conducen
a la activacion de gp4l a su estado activo en fusién. Estos cambios conformacionales conllevan la
insercidn del péptido de fusion de gp41 en la membrana de la célula blanco y la formacion de un estado
intermedio en el que gp41 esta unida simultdneamente a la membrana celular y a la del virus. Una vez
que se produce la insercion del péptido de fusion, las regiones HR1 y HR2 de gp41 experimentan un
reordenamiento por el que terminan plegadas una sobre la otra. Este reordenamiento estructural
aproxima la region transmembrana de la gp41, que estd embebida en la membrana viral, al péptido de
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fusién, que esta insertado en la membrana celular. Esta yuxtaposicidon conduce a la formacién de un poro
de fusidn, lo que permite a la capsida viral entrar en la célula.

Receptor binding
A B C

1. CDM binding
2. gp120 reconfiguration 3. Coreceptor binding

V3 loop

cD4 exposure
CCRS/CXCR4 Ternary complex

Membrane fusion

D E F

4. Insertion of fusion peptide 5 Pre-hairpin intermediate 6. 6-helix bundle
(Bridging pre-bundie complex) (Fusogenic pre-bundle) 7. Fusion pore formation
8. Lipid mixing

Viral membrane e

C-Heptad repeat g /

N-Heplad repeat ;‘
Cod membrane ————————————

Fusion pore

Fusion peptide

Figura 19. Modelo de unidn a receptor y fusion de membranas del HIV-I. Fuente: Lobritz et al. (2010)

Esta estrategia de interaccién con el receptor en dos etapas permite al HIV-1 el mantener la superficie de
unién al correceptor, que esta muy conservada, en una conformacidn criptica, quedando sélo expuesta
tras la interaccién de gp120 con CDA4.

En el mecanismo de entrada del virus mediada por correceptores, el loop V3 de gp120 determina el
tropismo viral, ya que la presencia de residuos basicos y sitios de N-glicosilacién en V3 guarda relacion
con el tropismo X4 o R5. Esto se vio en un experimento de Xiang et al. 2014, en el que el cambio de los
residuos 302,325y 326 en la base del loop V3, impedia la interaccion de gp120 con el externo N-terminal
de CCRS5, y tenia un papel menos importante en el uso de CXCR4. Ademds, residuos en la superficie de
V3 y la longitud y geometria espacial del bucle V3 son importantes para la unién eficaz de CCRS5, siendo
por tanto el conjunto de estos cambios importantes para el tropismo (Fig. 20).
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Figura 20. Interaccidn entre gp12 y CCR5, que muestra que para el tropismo R5, son necesarios los residuos
302, 325y 326 en la base V3, ademas los residuos en la superficie V3 y la longitud y orientacién del bucle V3
son importantes. Figura obtenida de Xiang et al. (2014).

6.4. Los correceptores y la enfermedad causada por el HIV-1

Las variantes M-trépicas se encuentran tras la infeccion y durante todas las etapas de la enfermedad,
mientras que las cepas TCL-trdpicas y duales se detectan en las etapas préximas al inicio de la enfermedad
(Fig. 21). Estos resultados sugieren que el correceptor CCR5 va a ser importante para la transmisién viral
mientras que el CXCR4 va a ser importante en las etapas de progresion a enfermedad.
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Figura 21. Curso tipico de una infeccidon por HIV-I. El panel superior muestra la diversidad genética de las
cepas R5 o X4 a lo largo de las distintas etapas de la infeccidon. El panel inferior muestra la dinamica de la
infeccion del HIV-I. Fuente: Alizon y Magnus (2012).
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Un problema importante es la relacién entre el uso de correceptores y la deplecién de células T CD4+ que
ocurre durante la enfermedad (Fig. 21). Se ha visto que las cepas R5X4 y X4 son generalmente mas
citopaticas in vitro que las cepas R5, sugiriendo la posibilidad de que el uso de CXCR4 puede contribuir,
de forma directa o indirecta, a la muerte de la célula blanco. Esto concuerda con que el correceptor CCR5
podria ser importante para la transmisidn viral, ya que para que el virus se transmita de una célula a otra
las células deben estar vivas.

En la transmisién por via sexual, la primera diana del virus es el sistema linfoide difuso asociado a
mucosas. Ademads del CD4, los linfocitos situados en los nichos linfoides de la submucosa presentan el
correceptor CCR5 en la superficie. Por el contrario, CXCR4, el otro correceptor viral, no se expresa en la
membrana ya que las células dendriticas y de Langerhans producen su ligando, la quimioquina SDF-1, que
induce la endocitosis del receptor CXCR4. Esta expresion diferencial de los correceptores del HIV
explicaria la baja transmisibilidad de las variantes X4 y la seleccién de cepas con tropismo R5 en los
estadios iniciales de la infeccion.

La evidencia fundamental de que el correceptor CCR5 es importante para la transmision viene del
descubrimiento en la poblacién humana de un alelo CCR5 mutante, denominado CCR5A32, y su
asociacién a la resistencia a la infeccidn por HIV-1. El gen CCR5A32 tiene una delecion de 32 pares de
bases en la regidn codificante del segundo lazo extracelular que produce un cambio de fase y una parada
prematura. La proteina truncada no se expresa en la superficie celular.

Esta mutacion fue descubierta por aparecer en homocigosis en dos homosexuales de alto riesgo
(Ilamados fenotipo EU (“exposed-uninfected”)) que permanecian no infectados. Estudios posteriores,
indicaron la existencia de una elevada frecuencia de esta mutacion entre individuos EU, mientras que
homocigotos CCR5A32/ CCR5A32 no se encontraron entre miles de individuos infectados que fueron
analizados.

Finalmente, experimentos in vitro demostraron una absoluta correlacién con los datos de poblacidn: los
linfocitos de sangre periférica de homocigotos CCR5A32/ CCR5A32 son susceptibles a la infeccidn por
virus X4, pero completamente resistentes a la infeccidn por virus R5.

Aunque los heterocigotos CCR5A32 no son resistentes a la infeccion por HIV, la progresion a enfermedad
es mucho mas lenta, posiblemente como una consecuencia de unos niveles reducidos de expresién de
CCRS.

Una cuestion interesante esta en relacidn con el origen de la mutacion CCR5A32. Esta mutacion es muy
comun entre las poblaciones Caucasianas, se encuentra con menores frecuencias en el Oriente Medio e
India, y sélo aparece esporadicamente entre Africanos, Amerindios y Asiaticos. Asi entre los caucasianos,
esta mutacién se encuentra en homocigosis en aproximadamente el 1% de la poblacién y en torno al 20%
en heterocigosis.

Analisis de haplotipos indicaron que el alelo CCR5A32 se ha originado bastante recientemente, hace unos
700 afos en el norte de Europa. El que esta mutacidn se extendiera rapidamente sdlo se explica porque
confiriera una clara ventaja frente a un factor de seleccién, posiblemente una epidemia catastrdfica.
Basado en el tiempo y en el lugar de la fijacién de esta mutacidn, se ha sugerido a la peste bubdnica como
el factor mas plausible de esta seleccidn.

No obstante, cabe mencionar en este punto, que también se han descrito otros individuos EU que no
tienen el genotipo CCR5A32. En algunos individuos se ha encontrado una asociacidn entre el fenotipo EU
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(tanto en homosexuales como hemofilicos) y unos niveles elevados de quimioquinas CC endégenas (MIP-
1o, MIP-1B 'y RANTES).

6.5. Sefalizaciéon a través de los correceptores inducida por el virus

La sefializacidon a través de los receptores de quimioquinas esta acoplada a distintas vias que median la
migracion celular, la activacidon transcripcional y el crecimiento y diferenciacion celular (Fig. 22).

Diversos datos experimentales han puesto de manifiesto que al igual que las quimioquinas (SDF-1 y
RANTES), las cubiertas de virus T- y M-trépicos inducen fosforilacién de tirosinas en la proteina tirosin-
quinasa Pyk2. Estos datos indican que la unidon de la cubierta del virus a los correceptores CXCR4 y CCR5
no solo media la entrada sino que también activa multiples cascadas de sefializacién intracelular, un
proceso que mimetiza la sefializacién por las quimioquinas. Asi, se ha visto que la unién de gp120 de HIV-
1 a CCR5 o CXCR4 dispara la activacion de Pyk2, PI3K, Akt, Erk-1/2, y la activacién del factor de
despolimerizacién de actina, cofilina (Fig. 23).

Ademas, se ha demostrado que la sefializacién a través de los correceptores de quimioquinas es una
funcién independiente, no necesariamente ligada a los procesos de entrada y replicacion del virus.
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Figura 22. Via de sefializacion del receptor de quimioquinas CXCR4. A) Via de seializacion de PLCY que
desemboca en la activacidn de la transcripcion y la quimiotaxis. B) Via de sefializacion de PI3K/PI3KY que
desemboca en una activacion de la transcripcién, aumento de la adhesidn celular y de la supervivencia
celular. C) Via de Rac/CDC42/RhoA, que desemboca en una modificacién del citoesqueleto de actina y en
una remodelacién de los microttbulos. D) Via de sefializacién de JAK/STAT. Fuente: Wu y Yoder (2009).
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Figura 23. Componentes de la via de sefializacién del co-receptor de quimioquinas (CXCR4 o CCR5) al
interaccionar con gp120 de la superficie del HIV-1. A) Via de sefializacién de PLCY que activa la transcripcidny la
migracién celular. B) Via de sefializacién de PI3K, que activa la adhesion y supervivencia celular. C) Via de
sefializacidon de LIMK1, que desemboca en una remodelacidn del citoesqueleto de actina. Fuente: Wu y Yoder
(2009).

7. Efectos del virus sobre el sistema inmunitario

La principal ruta de transmisidn del virus es durante las relaciones sexuales. Mucha informacién sobre los
primeros eventos en el proceso de infeccion se ha obtenido de estudios en macacos con el virus de la
inmunodeficiencia de simios (SIV). Asi, las primeras células infectadas que se detectan son las células T
CD4 de memoria que expresan CCR5, el correceptor para el virus. Una semana post-infeccidn, el virus se
detecta en los nddulos linfaticos, a donde parece ser transportado a través del sistema linfoide difuso por
células dendriticas (DC) y células de Langerhans, células muy abundantes en los epitelios, punto de
entrada del virus. Una masiva produccion de los virus se va a producir en los nddulos linfaticos drenantes
cuando las células T entran en contacto con las DC, resultando simultdneamente activadas e infectadas.
En este momento, el virus alcanza el torrente sanguineo desde donde alcanzard otros sitios,
particularmente los tejidos linfaticos asociados al intestino (GALT, “gut-associated lymphoid tissues”)
donde residen grandes nimeros de células T de memoria. Actualmente se sabe que los primeros y mas
importantes dafios causados por la infeccion por HIV afectan a los drganos linfoides GALT, Aqui se
produce otra gran expansion del virus, aproximadamente el 20% de las células T situadas en los tejidos
GALT resultan infectadas y el 80% destruidas de forma colateral como consecuencia de la induccion de
procesos apoptoticos (probablemente mediados por el Fas ligando). De hecho, la deplecién de células T
CD4+ en los GALT es mucho mas acusada que la imagen derivada del analisis de la sangre periférica (Fig.
24).

Ademas, los linfocitos T CD4+ de la mucosa intestinal expresan el correceptor CCR5, luego esto concuerda
con que la infeccidn primaria se dé por cepas R5-tropicas, y que este sea uno de los sitios preferidos del

virus para establecerse. Cabe destacar la funcién de los CD8+ que producen una alta destruccion de
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células T de memoria CD4+ en estas GALT como consecuencia de la deteccion del virus, citoquinas muy
activas que se ven en estos momentos en la zona entérica y en el plasma serian TNFa, IFNa, IL15 o0 IL18,
que correlacionan con una situacién de gran inflamacion (Fig. 24).
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Figura 24. Cinética de ciertas citoquinas durante la infecciéon aguda de VIH. Se observa una primera oleada
con IFNa e IL-15, y una posterior aparicién de TNF, IL-10 e IL-18. Fuente: McMichael et al. (2009)

El hecho de que el virus use CD4+ para replicarse es una ventaja en este punto, ya que aparte de infectar
aquellas CD4+ a nivel intestinal, todas aquellas T CD4+ circulantes que se desplacen hasta la zona de
infeccién para colaborar con las CD8+ también podrdn verse infectadas y aumentar ain mas de manera
involuntaria la replicacion del virus. Sin embargo, el efecto general del sistema inmune acaba siendo mas
fuerte y la infeccién consigue controlarse en este punto a pesar de la gran deplecién de T CD4+ de la
mucosa gastrointestinal.

La Figura 25 muestra la evoluciéon de la pérdida de LT CD4+ en el intestino, mientras que las CD8+
practicamente no varian:

L N P Gut lumen b of
- . ) N . o |
= . ®
-\. Commensal bacterum —Y (‘)\:~ _f,.%o -
¥ (e )
X £ » > o m
g So¥,

: @

L
© coaTeen Delonan
©CoaTeoll » Bacteraa
® Bo @ Intocted COE T oot

Figura 25. Destruccion del epitelio intestinal y descenso de CD4+ por la accién de VIH. Fuente: Brenchley et
al. (2008).
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Con la replicacion explosiva del HIV-1 en los GALT, la carga viral detectada en la sangre periférica alcanza
un pico. Este pico de viremia se alcanza alrededor del dia 21, llegando a niveles de >107 particulas viricas
por ml de plasma. Poco antes de la seroconversién se produce un descenso pronunciado de la viremia
(Fig. 26), que se piensa es consecuencia de la aparicion de células T CD8+ citotdxicas especificas de HIV.
Coincidiendo con el pico de viremia, los linfocitos T CD8 especificos para HIV se expanden hasta suponer
el 10% de todas las células T CD8+ circulantes.

Ademas, otros dos factores contribuyen al descenso de la viremia. Primero, aunque los anticuerpos
neutralizantes sélo aparecen varias semanas o meses después, los anticuerpos producidos en este
momento, en combinacién con factores del sistema inmunitario innato, tales como el complemento, van
a ayudar a la opsonizacion y eliminacién del virus. Segundo, la deplecién de células T CD4+ CCR5+ en el
intestino es tan severa que no hay suficientes nuevas células blanco para que el virus mantenga una
viremia tan alta.

Todavia es un enigma cdmo el virus HIV-1 va minando continuamente al sistema inmunitario hasta que
éste deja de ser suficientemente operativo en su funcidn protectora frente a la infeccién por patdégenos.
La mayoria de los virus que infectan a humanos, bien son retirados pronto en las fases agudas o
establecen un equilibrio con el sistema inmunitario del hospedador que les permite persistir largo
tiempo, pero sin causar dafos significativos en el hospedador. Ejemplos de estos ultimos son el
citomegalovirus (CMV), el virus Epstein-Barr (EBV) o los herpesvirus. En cambio, HIV-1 es
extremadamente nocivo y de una forma paulatina termina deteriorando al sistema inmunitario del
hospedador. La cuestiéon por resolver es, por tanto, iqué tiene HIV que le hace diferente a la mayoria de
los patdgenos que infectan a humanos?

Posiblemente la respuesta se encuentra relacionada con sus células blanco, los linfocitos ayudadores Th
CD4+. Existen varios tipos de células T CD4+ que, junto a los productos solubles que secretan, regulan las
actividades de las células T citotdxicas CD8+, la diferenciacidn de los linfocitos B y el cambio de isotipo de
inmunoglobulina, y la induccion de inmunidad frente a tolerancia. Ldgicamente, la deplecién de este tipo
de células va a tener consecuencias graves en la funcidon inmunitaria. La disminucion progresiva de células
CD4 es una caracteristica de la infeccidon por HIV-1 y, de hecho, la determinacion del nimero de estas
células en sangre se utiliza como indicador del progreso de la infeccidn hacia la enfermedad (SIDA).

Sin embargo, el nimero de células T CD4+ infectadas por HIV-1 en la sangre durante la fase crénica de la
infeccidn es sélo 0,01-0,10%, demasiado bajo como para explicar su eliminacién bien por lisis directa o
retirada por el sistema inmunitario. Ademas, las células T CD4+ en la circulacidon sanguinea representan
solo el 1-2% del total de estas células en el hospedador. Para explicar el declinar de linfocitos T CD4+ se
han invocado varios mecanismos patoldgicos, entre los que cabe destacar la activacion de la muerte
celular y la pérdida gradual de la capacidad de regenerar linfocitos T (Fig. 26).
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Figura 26. Variacion de las poblaciones de linfocitos T CD4+ en el curso de la patogénesis asociada a la
infeccion por HIV1. En el esquema se muestra la evolucion y la fuerte deplecidn de los linfocitos T CD4+
asociados a la mucosa intestinal (linea negra) en relaciéon a la evolucion de los linfocitos T CD4+ circulantes
(Iinea azul) y la evolucién de la viremia (linea gris). La linea de puntos rojos muestra el nivel de activacion del
sistema inmunitario en el curso de la infeccidn. Fuente: Forsman and Weiss (2008).

A continuacién, se detallan los mecanismos (Fig. 27) que provocan la destruccién de CD4+ que antes se
comentaban.

e Los mecanismos que gobiernan la fusidon de las membranas celulares, viral y del hospedador,
también gobiernan la fusion entre células infectadas que expresan la gp120 sobre su superficie
y las células T CD4+ no infectadas. La fusion de células infectadas y no infectadas conduce a la
formacion de células gigantes multinucleadas de vida corta llamadas sincitios. Aunque los
sincitios se forman reproduciblemente in vitro y las células infectadas normalmente mueren en
pocos dias, no es claro si éste representa el mecanismo primario para la deplecidn de linfocitos
CD4+ observada in vivo.

e Otros mecanismos han sido también implicados en la deplecion de linfocitos T CD4+, entre los
gue se incluye la citotoxicidad sobre las células infectadas ejercida por los linfocitos T CD8+
especificos de HIV-1. Otro mecanismo es la citotoxicidad mediada por células y dependiente de
anticuerpos de las células infectadas o de células no infectadas que tienen unida la proteina
gp120 al receptor CD4.

e la gp120 esta implicada también en inducir apoptosis de células T CD4+ a través de la via Fas-
FasL.

e Por otro lado, estudios recientes implican al IFN-a en la deplecidn de células T CD4+ a través
del siguiente mecanismo. La presencia de IFN-a induce la expresidn de las formas solubles, y
asociada a membrana, de TRAIL (“TNF-related apoptosis-inducing ligand”) por las células T
CD4+. Paralelamente, el virus HIV-1 induce la expresién del receptor de la muerte DR5 sobre
las células T CD4+. La interaccion de TRAIL con DR5 induce la apoptosis selectiva de células T
CD4+ pero no de linfocitos T CD8+.

32



Microbiologia clinica

(a)

(b)

Tema 4: Virus de la inmunodeficiencia humana (HIV)

)

@

>/‘\" *
"'I Tu \\ P
@ T f)> Adrvahon-;\duced \\—// @ v sputom
/ call death i
() / _\
/Q\ =y = Fas \Q /D
iQW)“.L e
N @
@@ -
\ / Direct lysis or ,f,‘ ” LF.N';:-:RAAL-DRL.
membrane fusion I TRAL e
\,f,“> : o S \ Sl )
Q0O ® & @) ’/\,\,'”),4
~ oms " oms

Figura 27.
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Efecto natural de la respuesta inmunitaria, cuando se activan los linfocitos y empiezan a proliferar. El
Sl a continuacidn desencadena un proceso homeostatico, el exceso de linfocitos es destruido. No es
propio del HIV, pero hay que tenerlo en cuenta.

El virus infecta los linfocitos Th, expresa en su membrana gp120; la cual es reconocida por otro linfocito
gue interacciona con su receptor CD4+, interpretando que se trata de un virus. Se fusionan ambas
membranas y tenemos células multinucleadas, sincitios. Las células infectadas son células gigantes que
han resultado de la fusidn de linfocitos infectados con linfocitos sanos.

La propia defensa: un linfocito infectado es blanco de los linfocitos CTL; pero ademds desencadena,
debido a la presencia de gp120 en su membrana, la respuesta mediada por anticuerpos ADCC.

La gp120 y las particulas subvirales pueden desencadenar procesos apoptéticos por medio de la via
Fas-FasL, produciendo la muerte de linfocitos Th.

Otra via apoptdtica es la mediada por TRAIL. Cuando una célula dendritica interacciona con el HIV por
medio de los TLR produce IFN-a. Este factor conduce a la expresion de los linfocitos Th de la proteina
TRAIL tanto solubles como unidos a la membrana. Los componentes del virus también producen la
expresion del receptor de TRAIL (DR5), que interacciona con el ligando TRAIL. Como consecuencia de
esta interaccion se desencadena también la apoptosis.

Fuente: Hel et al. (2006).

Para confirmar que TRAIL y FasL, entre otras, participan, la Figura 28 muestra sus valores relativos en los
dias posteriores a la infeccion, se observa que tanto TRAIL como FasL son altos en el intervalo entre 10-
30 dias lo cual cuadra con que en apenas 3-4 semanas las T CD4+ de la mucosa intestinal desaparezcan.
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Figura 28. Se observan los picos de expresion de distintas moléculas como TRAIL y FasL durante la infeccidn
aguda por VIH. También se muestra la cantidad de virus y la aparicién de microparticulas apoptéticas en
plasma. Fuente: McMichael et al. (2009)
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7.1. Efectos sobre las células dendriticas

Por otro lado, las células dendriticas (DC) se ven reducidas durante la infeccidon aguda con VIH. Las DC
infectadas por VIH tienen una expresién menor de IL-12, lo cual concuerda con que durante la fase aguda
se vean bajos niveles de dicha citoquina. De manera mas concreta, el virus fuerza a las DC plasmacitoides
(pDC) a generar IFNq, lo cual parece contraproducente pues es una molécula supuestamente antiviral,
pero en realidad este IFNa es fundamental para desencadenar la muerte de LT CD4+ y generar ciertas
moléculas que modulan el Sl y que ayudardn de forma indirecta a la supervivencia del virus. Ademas,
estas pDC y las DC convencionales también, generan como efecto del virus y de este IFNa una molécula
denominada indoleamina 2,3-dioxigenasa (IDO) que induce el cambio de T CD4+ de las denominadas
Th17 a T reguladoras que suprimiran el efecto del Sl sobre el VIH (Fig. 29).
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Figura 29. Acciones desencadenadas desde las DC por efectos del VIH, destacando la produccién de IFNa, y
posteriormente de IDO como consecuencia de la aparicién del primero. Fuente: Manches et al. (2014).

7.2. Efectos sobre las células NK

El papel de las células NK es fundamental en la respuesta del Sl innato ante la infecciéon por el VIH-1 (Fig.
30). Sin embargo, en los individuos susceptibles al VIH-1 y en aquellos que progresan rapidamente a SIDA,
el virus altera la frecuencia y la funcidon de las células NK, llevando a una baja respuesta antiviral,
evidenciada por la baja produccidon de moléculas citotéxicas y citoquinas, como IFNy e IL-12, afectando a
su interaccion con las DC, y facilitando la replicacién viral. En los casos en los que las células NK responden
de una manera efectiva, se observa una baja susceptibilidad a la infeccion (individuos HESN) o un control
de la replicacidn viral a largo plazo (individuos LTNP y controladores). Dicha respuesta antiviral incluye la
produccidn de citoquinas/quimioquinas y moléculas efectoras, como las perforinas y granzimas, asi como
una interaccion efectiva con las células dendriticas, favoreciendo el establecimiento de una respuesta
inmunitaria adaptativa que potencie los mecanismos de las células NK, como en el caso de la ADCC
(citotoxicidad celular mediada por anticuerpos)
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Figura 30. Papel de las células NK durante la infeccién por el VIH-1 y estrategias disefiadas por el virus para
evitar la aparicion de los ligandos de las NK en la superficie de las células infectadas, disminuyendo la accidon
del Sl innato Fuente: Taborda et al. (2014).

Segun ciertos estudios recientes se postula que las células NK podrian contribuir al mantenimiento de la
estructura y la funcién del GALT, y de esta manera reducir los efectos producidos por las alteraciones en
este tejido durante la infeccién por el VIH-1.

7.3. Efectos sobre los linfocitos B

Otro dato interesante es un efecto final que tiene el VIH sobre los linfocitos B naives. Se ha observado
gue a su paso por los ganglios linfaticos el VIH es capaz de eliminar linfocitos B foliculares y producir una
apoptosis masiva de linfocitos B que conduce a la muerte del 50% de las células de los centros germinales
en los primeros 80 dias tras la infeccidn. Dependiendo de la severidad de este efecto del virus sobre los
linfocitos B, el tiempo de seroconversidn y aparicién de anticuerpos adecuados contra el VIH varia de
unas personas a otras. Otra accion asociada al VIH sobre los linfocitos B seria la aparicion de nuevas
subpoblaciones de linfocitos B (LB), como LB exhaustos, LB inmaduros o plasmablastos (Fig. 31). Asu vez,
disminuyen otras poblaciones destacadas como los LB de memoria.

35



Bone marrow Periphery b Activated

mature B cell Short-lived plasmablast

Immature transitiona

R cell Nalve mature Exhausted tissue-like
O cells
B cel memory B cel
| (€00 A Increased in
—r cD2r™ .
\ association with
“‘-CDE ?,/ g HIV viraemia
€ Resting memory
B cell
Increased in £CD10
association with €021 =
HiV-induced T-cell \ 22 Decreased during
lymphopenia HIV infection

Figura 31. Diferentes subpoblaciones de LB que se ven incrementadas/disminuidas durante las infecciones
por VIH. Fuente: Moir et al. (2009).

En resumen, la casi completa eliminaciéon de células T CD4+ de memoria (que expresan CCR5) en los
tejidos linfoides de las mucosas durante la etapa inicial de la infeccién por HIV-1 va a interferir con las
importantes funciones, reguladoras y efectoras, que estas células tienen para el control de las respuestas
inmunitarias frente a antigenos y patdgenos. La retirada de células T CD4+ de memoria de los tejidos de
las mucosas es compensada en parte por la producciéon aumentada y migracién de linfocitos T CD4+ de
vida corta; sin embargo, este mecanismo compensatorio del timo puede dejar de funcionar de forma
eficaz. Por otro lado, en ausencia de la ayuda de linfocitos T CD4+, las respuestas de células T CD8+ y
anticuerpos frente a las nuevas variantes del HIV-1 son débiles y retrasadas, lo que resulta en una
multiplicacién aumentada del virus.

8. Diagnéstico

Los costes econdmicos, sociales y psicolégicos de diagndsticos falso-positivos y falso-negativos para la
infeccion HIV han empujado a los investigadores y fabricantes a desarrollar tests de diagndstico de
excepcionalmente alta sensibilidad y especificidad.

Ademas, el progresivo aumento del nimero de pacientes infectados con el HIV desde el comienzo de la
epidemia en los afios 80 hasta el dia de hoy ha llevado consigo un cambio con respecto a los métodos
diagndsticos utilizados en los primeros casos de SIDA y los de hoy en dia. No solo este hecho, sino que
ademas el hecho de que esta enfermedad se haya convertido en una patologia crénica gracias a nuevos
tratamientos antirretrovirales condiciona una gran demanda asistencial en los laboratorios de
microbiologia de los hospitales por ser el punto de entrada de pacientes infectados a la cascada de
tratamiento. Se puede decir por tanto que las pruebas de HIV no son un método estatico y los avances
tecnoldgicos han permitido nuevas estrategias de mayor sensibilidad y especificidad. Un ejemplo claro
de esto es la evolucidn del aislamiento del virus como método de referencia a la utilizaciéon del Western
Blot (WB), mas especifico y sensible.

Desde los primeros momentos se utilizo la carga viral y el conteo de linfocitos T CD4 como marcador de
inmunodeficiencia. La determinacidn de la carga viral del HIV-1 se hace en muestras de sangre seca en
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papel de filtro, pudiendo cuantificarse el ARN en pares de muestras plasma-sangre. El contaje de
linfocitos T CD4+ adquirié mayor importancia a partir de 1993 debido a la nueva clasificacién para los
pacientes infectados de HIV donde se incluia la clinica del paciente y las cifras de CD4+. Tiene un mayor
valor prondstico y ademds predictivo debido a que fue demostrado que cifras por debajo de 200/mm?
hacian al paciente vulnerable a numerosas enfermedades oportunistas. Este test se usa para guiar la
iniciacidon de la terapia ART en pacientes y monitorizar la respuesta al tratamiento.

El diagndstico de la infeccidn con HIV se hace principalmente mediante la deteccién de antigeno o
anticuerpo con tests serolégicos, mediante el aislamiento del virus o por deteccidon de secuencias de
nucledtidos virales (Fig. 32).

En la figura 32 se muestra el momento posinfeccién en el que los métodos de diagndstico utilizados
pueden resultar positivos. Un concepto frecuentemente utilizado en el diagndstico clinico de
enfermedades infecciosas es lo se conoce como ‘periodo ventana’, que hace referencia al intervalo de
tiempo que existe entre la infeccion y la aparicién de anticuerpos o seroconversion (fase aguda de la
infeccidn). En el caso de la infeccién por HIV, este periodo de aproximadamente 20 dias puede ser
evidenciado, en ausencia de anticuerpos especificos, por la deteccidon de ARN viral a los 10 dias por PCR,
ADN pro-viral integrado en el genoma celular o el antigeno p24 como buen marcador de infeccion aguda
de HIV. A medida que aumentan los anticuerpos disminuye la viremia y desaparece el antigeno p24.

El diagndstico de la infeccidn aguda por el HIV es muy importante por varias razones:

e Epidemioldgicas: la infeccidon aguda es el periodo con mayores tasas de transmisidn, por lo que
diagnosticar la infeccién en esta etapa permite conocer el patrén de crecimiento de la epidemia
y la tasa de transmisidn de cepas resistentes a los antirretrovirales

¢ Inmunopatolégico: oportunidad para estudiar los mecanismos viroldgicos, inmunoldgicos y
genéticos implicados en la transmision y patogenia de esta enfermedad

e Terapéutico: el inicio del tratamiento antirretroviral en esta fase podria modificar la historia
natural de esta infeccién

Por eso, individuos con alto riesgo de presentar sintomas en la fase aguda de la infeccidn deberian
hacerse tests adicionales como la amplificacion de acidos nucleicos o la captura de la proteina viral p24,
ademas del test seroldgico.
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Figura 32. Tiempo de aparicién de marcadores especificos de infeccion HIV. Imagen obtenida de Garcia et al
(2011).
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8.1. Algoritmo diagndstico de infeccion de HIV

El algoritmo de diagndstico de HIV recomienda usar tres técnicas de distinto principio antigénico de forma
secuencial para considerar un resultado positivo (Fig. 33):

1. Test seroldgico 1: ELISA.
e Resultado negativo: no requiere test confirmatorio ni seguimiento, excepto en personas
con riesgo de infeccidn
e Resultado positivo: se usa un segundo ensayo.
2. Test seroldgico 2: Western Blot como procedimiento confirmatorio obligado
3. Detecciéon del genoma

Se suele recomendar un inmunoensayo combinatorio de antigeno/anticuerpo (Ag/Ab) seguido de un
ensayo de diferenciacidon HIV-1 y HIV-2 confirmatorio si es positivo.
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Figura 33. Algoritmo de diagndstico de HIV. Obtenido de Garcia et al (2011).

8.2. Tests serologicos

El diagndstico seroldgico es un proceso de dos etapas: los sueros que dan una reaccion positiva en un
ensayo inicial son vueltos a analizar para excluir la posibilidad de un error de laboratorio; los sueros que
son repetidamente reactivos son entonces analizados mediante un ensayo confirmatorio para verificar
que los anticuerpos reactivos estan directamente dirigidos frente a antigenos HIV. A continuacién se
describen los tests serolégicos empleados.
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Determinacion de anticuerpos mediante ensayos ELISA

De forma habitual, el diagndstico de infeccién se realiza detectando la presencia de anticuerpos

especificos, ya que estos se encuentran en el suero de practicamente el 100% de las personas infectadas.

De acuerdo al modo de producir los antigenos para los ELISAs de HIV-1 o HIV-2 se pueden preparar a

partir de lisados de lineas de células T humanas infectadas con HIV, proteinas recombinantes producidas

en sistemas de expresion bacterianos o levaduras, o péptidos sintéticos, pudiendo dar lugar a resultados

falso-positivos o falso-negativos.

Las primeras metodologias se desarrollaron en 1985, ELISA de primera generacidon que usaba
como base antigénica un lisado celular de la célula infectada por el virus, lo que permitia que los
anticuerpos frente al HIV se unieran a los antigenos inmovilizados y los anticuerpos ligados se
podian identificar mediante IgG humana conjugada con enzimas. De este modo se lograba
detectar la presencia de anticuerpos a los 40 dias de la infeccién (Fig. 17). Este examen sin
embargo tenia baja especificidad por las impurezas de la preparacién y el inconveniente de que
se obtenia una elevada tasa de falsos positivos.

En este tipo de ensayos donde se utilizan lisados virales pueden aparecer reacciones falso-
positivas debido a la reactividad de anticuerpos dirigidos frente a antigeno de leucocitos
humanos (HLA) que son expresados por las lineas celulares linfoides utilizadas para preparar los
lisados virales. Tales anticuerpos se encuentran con frecuencia en mujeres con varios partos,
guienes son expuestas a proteina HLA extrafas de las células fetales y en individuos que han
sufrido multiples transfusiones sanguineas.

En 1987 se introdujeron las metodologias ELISA de segunda generacién, que incorporan como
antigenos proteinas recombinantes y péptidos sintéticos en vez de utilizar lisados de las células,
obteniendo una mayor sensibilidad. Estas metodologias permiten, ademas, detectar la presencia
de anticuerpos especificos frente a los grupos M (y subtipos), Ny O, y frente a VIH-2. También
permiten acortar el tiempo de deteccién a unos 33-35 dias posinfeccion.

Los ensayos de segunda generacién que emplean antigenos HIV recombinantes o sintéticos
pueden solventar el problema de los anticuerpos anti-HLA, pero la reaccidon cruzada con
proteinas contaminantes de bacterias o levaduras pueden ser una causa alternativa de
reacciones falso-positivas.

Ensayos basados en antigenos de la cubierta recombinantes o sintéticos pueden fallar en la
deteccion de anticuerpos del grupo O de HIV que es altamente divergente, o entre los distintos
subtipos del grupo M, que también presentan muchas diferencias de secuencia.

A partir de 1994, los ensayos ELISA de tercera generacion permiten determinar la clase de
anticuerpos, 1gG e IgM, frente a HIV-1 y HIV-2 presentes en el suero y utilizan la técnica
“sandwich” (intercalado) usando antigenos del HIV emparejados con enzimas, aprovechando la
naturaleza bivalente o multivalente de los anticuerpos, mejorando la especificidad. Permiten
acortar el periodo ventana a unos 22 dias.

Se han introducido técnicas ELISA de cuarta generacion en las que se detectan simultdneamente
anticuerpos y el antigeno p24 de HIV-1 y HIV-2, con un periodo ventana de 13-15 dias. Estos
ensayos permitieron obtener resultados en solo 30 minutos y facilitaron el screening de sangre
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de los bancos. Sin embargo, el antigeno p24 y los anticuerpos de HIV-1/2 detectados no se
pueden distinguir individualmente.

V. En dltimo lugar se habla ya de ELISA de quinta generacion donde usan conjuntos multiples de
perlas magnéticas cubiertas con anticuerpos monoclonales anti-p24 y epitopos especificos para
HIV-1 (grupos M, N, O) y HIV-2. De este modo, personas infectadas con p24 en el periodo ventana
pueden ser identificadas en un Unico test y pueden ser tratadas de forma temprana para prevenir
la transmisidn viral.

Con estas técnicas la sensibilidad se sitia alrededor del 99,8%, lo que hace muy improbable el obtener
un resultado falso negativo. Por esta razén, un resultado negativo no requiere confirmacién ni
seguimiento seroldgico, excepto en personas con alto riesgo de adquirir la infeccidon, ya que se pueden
producir falsos negativos en fases iniciales.

Ensayo de deteccion de antigeno.

Dado que existen altos niveles de antigeno p24 en el suero de pacientes infectados en la fase aguda
durante el intervalo previo a la seroconversién, el ensayo de antigeno p24 puede ser util en el diagndstico
de la infeccidn primaria de HIV-1. Este ensayo también puede ser util en el diagndstico temprano de
neonatos infectados con HIV-1.

El antigeno p24 es detectado mediante un ensayo de captura. La sensibilidad de las técnicas actuales es
muy alta, pueden llegar a detectar cantidades tan pequefias como 8 pg/ml, que equivalen a unas 5000-
10000 particulas virales. Asi, resultados positivos pueden ser detectados en unos 13-15 dias tras la
infeccidn (Fig. 32).

Después de la seroconversion, el antigeno p24 se acompleja con los anticuerpos anti-p24 y se hace
indetectable en la mayoria de los individuos infectados. Por esta razén, el ensayo de antigeno p24 no es
un test de diagndstico util en individuos asintomaticos con riesgo de infeccion con HIV-1.

Ademads, este sistema inmunoenzimatico fue perfeccionado empleando la desnaturalizacién por calor
como tratamiento previo a las muestras y la incorporacion de un paso de amplificacién biotina-
tiramina/estreptavidina-peroxidasa para aumentar su sensibilidad. Este aumento de sensibilidad en los
sistemas de captura de p24 es de vital importancia como ensayo complementario, para estudios de
progresion de la enfermedad en pacientes infectados por el HIV-1 y para el monitoreo de la terapia
antirretroviral.

Ensayos confirmatorios: Western blot

Incluso con una especificidad del 99.8% para los ensayos ELISA, asumiendo una prevalencia del 0.5% de
infeccidon por HIV-1, como ocurre en la poblacion de Estados Unidos, dos resultados falso-positivos se
obtendran por cada cinco individuos infectados identificados. Por esta razén, un test confirmatorio que
aumente la especificidad como el Western Blot es esencial para excluir los resultados falso-positivos. La
inmunotransferencia por Western blot es un método especifico para detectar la presencia de reactividad
seroldgica de antigenos virales especificos. Consiste en la separaciéon de las proteinas virales en funcién
de su peso molecular mediante electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamiday su transferencia
a una membrana de nitrocelulosa sobre la que se afiade el suero del paciente.
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Tiene mas de un 99% de especificidad y su principal ventaja radica en que define el patrén de bandas de
las proteinas virales mayoritarias para las cuales tienen reactividad los anticuerpos de un individuo, de
forma que aporta informacién adicional sobre el estadio de la infeccidn. El resultado se considera
positivo, si el suero reacciona contra el antigeno p24 y uno o mas anticuerpos de las glicoproteinas de la
envuelta (gp160/gp120, gp41). El patrdn podra variar dependiendo de la extension de la glicosilacién del
antigeno y la maduracion del anticuerpo.

En general, el patrén de bandas es complejo y su interpretacidn requiere personal con experiencia. Para
evitar la malinterpretacidn, actualmente se han desarrollado tiras de nitrocelulosa donde se colocan
proteinas recombinantes de HIV-1/2 y péptidos sintéticos purificados correspondientes a los antigenos
mas inmunorreactivos. Existen ademads otros métodos confirmatorios como el inmunoensayo en linea
(LIA) o el Geenius cartridge (Fig. 34).
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Figura 34. llustracion de tres ensayos confirmatorios suplementarios. A) El Western Blot (WB) usa gradientes
purificados de lisados virales que dan lugar a antigenos separados en las bandas de nitrocelulosa. B)
Inmunoensayo en linea (LIA blot) usa combinaciones de cinco y dos antigenos sintéticos o recombinantes
para HIV-1 y HIV-2, respectivamente. C) Geenius cartridge con doble plataforma (DPP) usa cuatro y dos
antigenos sintéticos y recombinantes para HIV-1 y HIV-2, respectivamente. Se incluyen tres y una banda de
control interna en loe ensayos de Inno-LIA y Geenius. Obtenida de Parekh et al. (2018).

8.3. Ensayos para secuencias de nucleétidos de HIV

Una evidencia de la infeccién de HIV-1 puede ser establecida mediante la demostracién de la presencia
de DNA HIV-1 proviral en PBMC o RNA HIV-1 asociado al virién en el suero o sangre. La mayoria de los
ensayos para detectar DNA HIV-1 proviral emplea la PCR para amplificar secuencias conservadas en los
genes gag o pol.

Los ensayos para la deteccion y cuantificacion del RNA HIV-1 estan basados en la amplificaciéon del
"target" (transcripcion reversa del RNA HIV-1 a cDNA, seguido por la amplificacion por PCR u otros
medios) o por amplificacion de sefial (p. ej., decoracidon seriada del RNA diana con sondas de
oligonucledtidos ramificados).

Aun asi, la serologia sigue siendo el test primario de eleccién para el diagndstico de la infeccion por HIV,
siendo mas eficiente el ELISA de tercera generacién para la deteccidén de antigenos del HIV-1 en el periodo
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de ventana. Ademas de para el diagndstico inicial, estas técnicas se emplean para monitorizar la eficacia
del tratamiento y la deteccion de fallos terapéuticos. Actualmente, afio 2018, se estima que hay, en todo
el mundo, unos 21 millones de personas que estdn recibiendo tratamiento antirretroviral frente al HIV.

A pesar de la sensibilidad de las técnicas basadas en PCR, su empleo es sdlo realizado por laboratorios
especializados, debido a la posibilidad de aparicidn de resultados falso-positivos debidos a problemas de
contaminaciones. Si bien, ya hay test comerciales que requieren minimas manipulaciones, con lo que se
ha disminuido mucho el riesgo de contaminaciones.

8.4. Diagnostico rapido de HIV

Existen tests que no necesitan aparatos y pueden ser realizados por individuos entrenados para ello,
permitiendo el diagndstico rapido (20-30 minutos) y a simple vista a partir de una muestra de sangre,
plasma o suero. Son la medida ideal para la asistencia médica primaria, asi como para aumentar los
ratios de tests y reducir la morbilidad y mortalidad del HIV.

Sin embargo, la sensibilidad oscila entre el 85-99% vy la especificidad entre el 93-99%, por lo que suelen
darse casos de falsos negativos si no hay un nivel alto de anticuerpos o en estadios recientes de infeccién.
Requieren por tanto una confirmacidn posterior por un ELISA de cuarta generacién.

En estos test encontramos ensayos de aglutinacion de particulas o eritrocitos, inmunocromatografia
capilar o Dot-inmunoensayo.

8.5. Diagndstico de HIV resistentes a drogas antirretrovirales y determinacién del
tropismo viral

En los ultimos anos ha habido una rapida extension de la terapia ART que ha dado lugar a la emergencia
de HIV resistentes a la terapia antirretroviral, comprometiendo los programas de tratamiento. Los test
seroldgicos rapidos no son capaces de detectar la fase aguda y algunos individuos que empiezan la ART
en fase aguda puede que nunca tengan anticuerpos detectables con estos tests. Por ello, es importante
monitorizar y prevenir la emergencia de estas mutaciones para que los pacientes puedan seguir
beneficidandose de los medicamentos.

Cultivo de HIV-1

HIV-1 puede ser aislado tras el cultivo del plasma o de células mononucleares de la sangre periférica
(PBMC, “Peripheral Blood Mononuclear Cell”). Un cultivo positivo da una evidencia directa de la infeccién
HIV-1, pero el cultivo del virus es rara vez necesario para establecer el diagndstico.

La sensibilidad global del cultivo de PBMC es del 95% o mayor en pacientes con cuentas de células T CD4+
menores de 500/mm?, pero la sensibilidad es menor en pacientes con mayores cuentas de células T CD4+.
La deplecidon de células CD8+, que puede inhibir la replicacion del virus in vitro, antes de cultivar las PBMC
puede aumentar la probabilidad de obtener un cultivo positivo en pacientes con fuertes respuestas
inmunitarias celulares especificas de HIV.

El valor del aislamiento de virus estd principalmente en que permite la subsiguiente investigacién de las
caracteristicas genotipicas y fenotipicas del virus tales como la resistencia a drogas. En consonancia con
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el diagndstico por cultivo del virus, existen ensayos fenotipicos y genotipicos para identificar HIV
resistentes a drogas.

Ensayos fenotipicos

Se realizan in vitro y miden la susceptibilidad al farmaco mediante la concentracion de fdrmaco necesaria
para inhibir la replicacidn viral en cultivos celulares en un 50% (I1C50).

Los métodos de sensibilidad del virus en células mononucleares de sangre periférica (CMSP) se basan en
aislar el virus del paciente y cultivarlo con CMSP afadiendo diluciones seriadas de un farmaco. La
susceptibilidad se establece en base a la menor concentracién del farmaco capaz de suprimir la
replicacién viral.

Debido a la complejidad de los protocolos de ensayos fenotipicos y la duracién requerida para
completarlos, se recomienda a personas con patrones complejos de mutaciones de resistencia conocidas
o con sospecha de estas. Ademas han sido desplazados en la actualidad por otros ensayos basados en
modelos de virus recombinantes que consiguen una mayor rapidez y reproducibilidad en los resultados,
aunque siguen sin estar disponibles en los laboratorios de diagndstico. En ellos se obtiene la secuencia
de los genes de la RT y proteasa del plasma de un paciente por RT-PCR y se introducen en un sistema
para la produccion de un HIV recombinante capaz de infectar una linea celular. Las caracteristicas de
estos ensayos se muestran en la figura 35.
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Figura 35. Ensayos de virus recombinantes para la determinacién fenotipica de la resistencia a
antiretrovirales. Obtenida de Garcia et al (2011).

También pueden ser usados para detectar el tropismo viral mediante la generacion de virus
recombinantes. El gen de la envuelta se amplifica por RT-PCR a partir del plasma y mediante clonaje o
recombinacidn genética se generan virus quiméricos o pseudotipos que portan la envuelta del paciente.
Se utilizan para infectar lineas celulares que expresan el receptor CD4 y uno de los dos correceptores,
CCR5 o CXCR4. De esta forma se define el tropismo viral conferido a la envuelta del paciente.
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Ensayos genotipicos

En primer lugar es necesario extraer el dcido nucleico del plasma del paciente, retrotranscribirlo en ADN
y hacer al menos una reaccidon de amplificacion por PCR. Posteriormente requiere la secuenciacién
poblacional del genoma que codifica para las enzimas proteasa, transcriptasa reversa o integrasa del
genoma viral y la identificacién de mutaciones de resistencia a los distintos tratamientos en estos genes.
El procedimiento de lectura se encuentra automatizado mediante electroforesis acoplada a la deteccidn
de dideoxi-nucledtidos (terminadores de cadena) fluorescentes. Es el método de eleccién para guiar la
terapia en pacientes con respuestas viroldgicas subdptimas.

También sirven para discernir el tropismo del virus mediante la secuenciacién masiva y generacion
simultanea de centenares de secuencias clonales de virus. No esta disponible para el diagnéstico clinico
rutinario al ser caro, poco automatizado y la necesidad de un analisis bioinformatico intensivo.

Estos dos métodos presentan diferentes ventajas e inconvenientes en la determinacién de la resistencia
(Tabla 2) y del tropismo viral (Tabla 3).

Ventajas Inconvenientes
Genotipo |¢ Rapidez e Deteccion indirecta de la resistencia
e Dificultad técnica media, |[¢ Desconocimiento del efecto de las resistencias cruzadas
realizable en laboratorios | Puede no existir correlacién con el anélisis fenotipico
hospitalarios e Carencia de sensibilidad para las variantes menores
e Menor coste econédmico (<20%)
e La mutacién precede a la |e¢ Requieren la interpretacién por un experto
resistencia fenotipica e No son validos para nuevas drogas hasta que se disefian
los algoritmos de interpretacién y se validan
clinicamente
Fenotipo |¢ Medida directa de la sensibilidad | No puede realizarse con cargas virales bajas

a los distintos antirretrovirales e No detecta subpoblaciones virales que constituyan
e Proporciona informacién acerca menos del 10-20% de la poblacién total
de las resistencias cruzadas e No aporta sensibilidad a combinaciones de farmacos
e Reflejan el efecto de todas las |e Falta de estandarizacidn en los valores de ICso de cada
mutaciones presentes, incluso farmaco
aquellas que no hansido descritas |e Disponible Unicamente en laboratorios comerciales por
e Los resultados son faciles de | suelevada complejidad
interpretar e Elevado coste y técnica compleja
e Posible seleccidn de variantes viricas mejor adaptadas al
cultivo celular

Tabla 2. Ventajas e inconvenientes de los ensayos genotipicos y fenotipicos para la determinacion de
resistencias a los antiretrovirales. Fuente: Garcia et al (2011).
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Limitaciones Fenotipo Genotipo
Técnicas e La transcripcidn inversa in vitro tiene una |e Latranscripcion inversa in vitro tiene una
eficiencia no superior al 10% eficiencia no superior al 10%

Limitada sensibilidad de |la secuenciacién

e La eficiencia del proceso de generacion del
plasmido en el que se inserta la envuelta del poblacional para detectar variantes por
paciente es variable. Las técnicas de clonaje debajo del 10-20%
son mas eficaces que las de recombinacién |¢ Amplificacion limitada a la region V3, sin
homodloga y mas sensible tener en cuenta los determinantes

e La generacion de virus de ciclo multiple contenidos en V1, V2y C4
aumenta la sensibilidad frente a los sistemas
de ciclo dunico, ya que las secuencias
minoritarias se amplifican biolégicamente en
los ciclos de infeccidn-reinfeccion y pueden
ser detectadas con mayor eficacia

De e Determinacion del umbral clinico que predice [¢ Los sistemas de interpretacion del
interpretacion el éxito o el fracaso al tratamiento con tropismo viral estdn basados en datos
antagonistas de CCR5 pareados genotipico/fenotipico con un
numero relativamente  bajo de
secuencias y con escaso numero de

secuencias de subtipos no-B

Tabla 3. Ventajas e inconvenientes de los ensayos genotipicos y fenotipicos para la determinacién del
tropismo viral. Fuente: Garcia et al (2011).

8.6. Diagndstico de HIV-1 en neonatos y nifios

La transferencia placentaria de anticuerpos IgG anti-HIV desde las madres infectadas a sus fetos, es un
reto especial que resolver en el diagndstico temprano de HIV-1 en neonatos. Todos los nifios nacidos de
madres infectadas con HIV-1 son inicialmente seropositivos para HIV-1, pero sélo del 15 al 25% de estos
nifios estan infectados con HIV-1, o menos si el parto se hace por cesarea controlada.

Los titulos de la IgG materna decaen en un plazo de 12 a 18 meses. La persistencia de anticuerpos HIV-1
mas alla de 18 meses es tomada, por tanto, de valor diagndstico de la infeccion del nifio. Sin embargo,
una identificacion mas temprana de la infeccidén es esencial para indicar el inicio del tratamiento y asi el
paciente poderse beneficiar de los tratamientos antirretrovirales y profilacticos. La progresién a SIDA es
muy rapida en los nifios que han adquirido el virus en el Utero o durante el parto. Se estima que si no
reciben un tratamiento pronto, el 35% y el 52% de los nifios morirdn antes de 1 o 2 afios,
respectivamente.

Por otro lado, el diagndstico certero y temprano de los nifios infectados minimizara la exposicion de los
nifios no infectados a las toxicidades potenciales de estas terapias.

Al contrario que con los anticuerpos IgG, los anticuerpos maternos IgM e IgA no son capaces de atravesar
la placenta, y, por tanto, la presencia de anticuerpos IgM o IgA especificos de HIV-1 en un nifio indicarian
que éste esta infectado. Desgraciadamente, la deteccion de estos anticuerpos presenta problemas de
sensibilidad y especificidad y actualmente no existen tests disponibles.

Los métodos directos para detectar HIV-1 tales como el ensayo de antigeno p24 en suero, el cultivo del
virus, o el ensayo de PCR del DNA HIV-1 son mas sensibles y especificos que los ensayos de anticuerpos
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en el diagndstico de la infeccidon HIV-1 en neonatos. Con estos métodos el diagndstico del nifno puede
realizarse en el primer mes de vida, lo que facilitara las decisiones terapéuticas apropiadas.

9. Tratamiento

La infeccién por HIV provoca una sintomatologia asociada a las infecciones causadas por agentes
oportunistas que aprovechan el estado de debilidad inmunolégica del organismo como consecuencia del
ciclo replicativo del HIV. Asi, los tratamientos varian segun traten las enfermedades oportunistas o la
propia infeccidn por HIV.

Debido a su ciclo replicativo, el HIV provoca en humanos una activacion permanente de parte del sistema
inmune, asi como su destruccidn progresiva y prolongada, lo que genera un estado de inmunodeficiencia.
En este documento nos referiremos a los tratamientos especificos para HIV.

El tratamiento antirretroviral tiene como meta inhibir la replicacién viral. Procurando retrasar, prevenir
y revertir la destruccidon inmunoldgica, evitando asi la aparicién de enfermedades oportunistas.
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Figura 36. Representacion del mecanismo de seleccidon de las variantes resistentes por el
farmaco antirretroviral.

Adaptado de: Scientific American Journal, (1988).

9.1. Aparicién de mutantes. Resistencia a la quimioterapia antiretroviral

La aparicion de variantes de HIV viene, en parte, causada por la accién, presion selectiva, que ejercen las
drogas antirretrovirales (figura 36). Esta presidn, selecciona aquellos mutantes virales resistentes a
drogas debido a que son los Unicos que se escapan a la acciéon del farmaco (figura 37). Por lo que pueden
replicarse y volver a alcanzar altos niveles de carga viral en los pacientes.

La funcién que determina la probabilidad de emergencia de mutantes resistentes depende de cuatro

factores:
1. Lafrecuencia de mutacién viral.
2. Lavelocidad de replicacion del virus.
3. La mutabilidad intrinseca del sitio diana de la droga antiviral.
4. La presion selectiva de la droga antiviral.
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| Figura 37. Emergencia de variantes virales.
A Inicio de h Fuente: Valle Bahena (2005).
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Frecuencia de mutacion

El HIV es un virus de RNA de cadena sencilla, que necesita de una retrotranscriptasa (RT) para que tenga
lugar la replicacidon y multiplicacién. La accion correctora de errores no estd presente en la RT del HIV, lo
que conlleva a una elevada frecuencia de mutacién de 3 x 10~ nucleétido por ciclo de replicacién.
Como el genoma del HIV es de 10 kb supone la generaciéon de una mutacion por cada tres genomas
virales progenie.
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Por otro lado, los mecanismos de recombinacidn son otro factor productor de diversidad. Por lo que,
dentro del hospedador, este mecanismo puede suponer una fuerza a considerar en cuanto a la
propagacion de resistencias a drogas.

La recombinacion tiene lugar cuando una célula se infecta doblemente por dos variantes gendmicas del
virus, produciendo viriones progenie con RNA de ambos virus (Fig. 38). Tiene lugar durante el siguiente
ciclo de retrotranscripcion reversa en el cual la retrotranscriptasa va cambiando de hebra molde
produciendo virus recombinantes. Algunos genomas recombinantes se han estabilizado en la poblacién
humana y se han clasificado como formas recombinantes circulantes (CRFs "circulating recombinant’’).
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Para que tenga lugar la recombinacién hace falta dos caracteristicas fundamentales de los retrovirus:

e La encapsidacion por parejas de dos RNA gendmicos (gRNA) distintos. Lo que provoca su
proximidad facilitando el cambio de molde durante la retrotranscripcién (en HIV-1 no implica ni
rotura de cadena ni su posterior unién).

e La propension a la recombinacidn del propio mecanismo replicativo del virus, pues se necesitan
de dos cambios de molde. La generacién de DNA retroviral no es tan sencilla como la copia de
RNA sentido en un DNA antisentido seguido de la sintesis de la cadena complementaria.

A, Generacion de errores B. Recombinacién C. Errores y recombinacion
B—a —u B—u
i l l

Figura 39. Generacidn de variabilidad mediante mutaciones puntuales
y recombinacion.
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Figura 40. Mecanismo de recombinacién del genoma en HIV-1.
Fuente: Onafuwa-Nuga et al. (2009).

En resumen, la sintesis de DNA recombinante conlleva la copia parcial de un gRNA seguido del cambio de
la RT a una regién homadloga sobre un gRNA co-empaquetado, es decir, la copia de una gRNA en otro
gRNA empaquetado en la misma capsida, provocado por el cambio de molde de la RT a una region
homdloga sobre el gRNA co-empaquetado.

Este mecanismo genera combinaciones alélicas dificiles de obtener por mutacién. En el ejemplo de la
figura 40, un gRNA parental que contiene un alelo PR (proteasa) que le dota de resistencia a inhibidores
de proteasas, recombina con un segundo genoma que expresa una RT resistente a zidovudine (AZT),
obteniendo una alta resistencia a dos tratamientos. La dificultad de la aparicion de esta alta resistencia
radica en la baja probabilidad de que aparezcan estos alelos por simple mutacion, ya que requieren de
varias mutaciones puntuales.

48



Microbiologia clinica Tema 4: Virus de la inmunodeficiencia humana (HIV)

Para que se detecte recombinacion, es necesaria la infeccidn de una célula por un virién con dos gRNA
distintos. Para ello se debe cumplir el establecimiento de 2 provirus genéticamente diferentes en una
misma célula y la asociacién en una misma capsida de dos gRNA diferentes. Esto explica que no siempre
se generen recombinantes en un paciente infectado por dos variantes génicas de HIV. Por otro lado, en
la mayoria de las infecciones retrovirales ocurre un efecto de proteccién frente a la reinfeccién de una
célula. Para que HIV-1 infecte un linfocito T, necesita de su receptor CD4 y correceptores. Estos ven
disminuida su expresién tras una primera infeccién por HIV-1 causado por la proteina Nef y Vpu. Esto
disminuye la probabilidad de co-infeccion.

Aun asi, a pesar de que la recombinacién tiene sus complicaciones y necesita de una serie de eventos
para que ocurra, es una fuente importante de diversidad viral en pacientes infectados con HIV-1.

Velocidad de replicacién del virus

La velocidad a la que se replica HIV es un importante factor en cuanto a la generacidn de variantes
resistentes. La causa reside en que cuanto mayor sea la velocidad de replicacion mas replicaciones se
producen y mas aumenta la probabilidad de implantarse mutaciones en el genoma viral. De entre 108 a
1010 nuevos viriones son generados diariamente durante la infeccién por HIV, con una tasa de mutacion
de 3x10° por nucleétido, la insercién de mutaciones en cualquier punto es bastante elevada.

Respecto a pacientes infectados con HIV, la emergencia de resistencia a AZT aumenta de acuerdo a la
disminucién en los contajes de células T CD4+, asociado a una mayor tasa de replicacién de HIV
(destruyen a los LT CD4+). Mutantes resistentes a drogas han sido identificados en aislados de pacientes
sin haber recibido tratamiento previo. Son las drogas, las que permiten el crecimiento de estos mutantes
preexistentes.

Mutabilidad intrinseca del sitio diana de la droga antiviral

La frecuencia de aparicién de variantes viricas resistentes a drogas va a estar condicionada en cierta
medida, por el sitio de interaccion de la droga y su importancia en el funcionamiento de la proteina diana
a la que se une.

Por ejemplo, si en un virus se produce una mutacion en el sitio de diana de accién del farmaco sobre la
proteina tras el cual la droga no puede ejercer su funciéon y la proteina no ve comprometida su
funcionalidad, éste sera resistente a la droga.

Presidn selectiva de la droga antiviral

Recapitulando, una droga es un compuesto que ejerce una presion selectiva suficiente sobre la
replicacion del virus como para seleccionar aquellas variantes (preexistentes) resistentes a dicha droga.

Lo que se observa es que altas dosis de droga, por ejemplo AZT, tienden a seleccionar variantes viricas
resistentes a la droga de manera mas eficaz que bajas dosis. Esto es consecuencia de la actividad de la
droga, ya que cuando es baja, permite mas frecuentemente la supervivencia de variantes resistentes y
no resistentes (se multiplican muchas mas variantes viricas sin llegar a seleccionarse ninguna resistente).
Cuando la actividad de la droga antiviral aumenta, la replicacidn del virus disminuye hasta tal punto que
la emergencia de mutantes comienza a disminuir, haciéndose nula cuando la replicacion viral se inhibe
completamente (representado en la figura 41 como un pico en la probabilidad de emergencia de
resistentes el cual comienza a disminuir segin aumenta la actividad antirretroviral del farmaco). La
progresion observada sobre la accién de una droga produce inicialmente un descenso en los niveles de
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replicacién, seguido o bien de un nuevo aumento en dichos niveles como consecuencia de la aparicion
de mutantes resistentes o bien, dependiendo de la actividad del antirretroviral, éstos se mantienen bajos
en el tiempo.

El fin dltimo de la quimioterapia es la identificacién de regimenes de drogas que sean capaces de inhibir
completamente la replicacidn del virus. El desarrollo de farmacos que cumplan con este propdsito supone
un reto ya que esto implica tanto la distribucidn del farmaco por el organismo como la administracion de
una dosis suficiente como para que se encuentre en su concentracion maxima en el sitio de accion, de tal
manera que resulte efectivo inhibiendo la replicacién del virus.

e ANTIVIRALACTINTN

| POOR SOME MAXIMAL |

Figura 41. Impacto hipotético de la eficacia de
los medicamentos antivirales sobre la
probabilidad de seleccionar mutantes virales
resistentes a los medicamentos. Fuente: Chin y
Locarnini (2003).
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9.2. Drogas antirretrovirales

Actualmente los antirretrovirales no solo se enfocan en la inhibicidn de la retrotranscriptasa de HIV-1,
sino que también se enfocan en otras etapas del ciclo de vida de HIV-1 (figura 42).

La infeccion por HIV es la infeccidn viral que cuenta con un mayor nimero de farmacos de uso clinico.

Figura 42. Principales
vias de accién de los
tratamientos
farmacoldgicos frente
a HIV. Fuente: Han et
al. (2007).

Nature Reviews | Microbiology
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Inhibidores nucleosidicos de la RT

Zidovudine (ZDV, AZT o retrovir) es un farmaco
analogo de la pirimidina con un grupo azida
sustituyendo al grupo 3’-hidroxilo de la ribosa. Dada
su estructura, su accion se centra en la terminacion
prematura de la elongacion debido a Ia
imposibilidad de formar enlaces fosfodiéster tras su
incorporacion en la cadena por la RT.

El zidovudine fue el primer fdrmaco en mostrar un
efecto beneficioso para tratar la infeccion por HIV-1.

Inicialmente se desarroll6 como un agente

quimioterapéutico antitumoral. Su actividad anti-  Figura43. Estructura de la RT del VIH-1 formando
un complejo con un molde-iniciador DNA/DNA
heteropolimérico y con el dNTP entrante (PDB
1RTD). Fuente: Huang et al. (1998).

retroviral se demostré frente al virus de la leucemia
de Friend en 1970 y en 1985 muestra ser un
tratamiento efectivo contra HIV-1.

En la figura 44 se observan otros compuestos como la didanosina, de accidn similar.
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Algunas de estas drogas son: nevirapine, delavirdine y loviride (su estructura quimica se muestra en la
figura 45 junto con la de otros inhibidores).

Son un grupo de compuestos de diversa clase quimica capaces de bloquear la replicacion viral. Para ello
primero se unen al bolsillo estructural de la RT de HIV-1 cerca del sitio catalitico de la polimerasa,
induciendo cambios conformacionales. Por otro lado, estos compuestos son especificos frente a HIV-1y
no frente a HIV-2 debido a las diferencias estructuras de la RT.
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Clase estructuralmente diversa encargada de mimetizar el sustrato peptidico de la enzima viral.

El mecanismo replicativo de HIV-1 requiere de rotura proteolitica, mediada por los precursores gag y gag-

pol y por proteasas altamente especificas como la enzima aspartil-proteasa. Las proteasas virales tienen

actividades altamente especificas, y, aunque tienen caracteristicas relacionadas con las enzimas del

hospedador como la renina, la colagenasay la elastasa, su funcidn no puede ser rescatada por las enzimas

celulares. Por estas razones, la proteasa HIV es una diana antiviral atractiva.

Saquinavir (primero en usarse en 1995), indinavir, ritonavir VX-478 y nelfinavir, son compuestos que

encajan en el sitio activo de la proteasa bloqueando su actividad (figura 46).

(A) HIV-1 protease

Protease dimer
(B) Nelfinavir
HO,

—
N\ Vil ;
N H /\’:\/N J Xeg : /;’
o ) i W
o X o
(E) Atazanavir (F) Lopinavir
v < i
v A {

o=y,
NH = HO M

; , o ke
N N A A \W, N W
IO M O

HN  OH HN

@

=0
HN—(

o~
v A

A

(N
HNQ’(\/
o /

(H) Amprenavir (I) Fosamprenavir

~, S
P &

0 A Q

Onge O

o /N =

2 9 L o
HN @*5 N OH HN /)7§ N 0-Plgy
04{ {* o_g OH

(K) Ritonavir Ny (L) Cobicistat ¢y
s OJ\S
o:jOJ o:{NH
= HO, NH !
N P Ph =
\—'> ’\—/\_('« ) — —pn
N, g N
A
=0 > =0
SN mn—( 7 m—
/SN N — /N N
\ /o \ /o Ny

Top view

N
I

(G) Tipranavir

ol

(é_ )

F =N 9 =
AN 8
F)—\\J%cs‘) NH

(J) Darunavir

52

¢ O

Figura 46. Estructuras terciarias de la
proteasa del VIH-1y férmulas quimicas
de los inhibidores de la proteasa del
VIH. (A) Dimero de proteasa de VIH-1
complejo con lopinavir (nimero de
acceso de PDB 2Q5K). Se presentan la
vista lateral (izquierda) y la vista
superior (derecha) de las estructuras.
(B a K) Féormulas quimicas de nelfinavir,
saquinavir, indinavir, atazanavir,
lopinavir, ritonavir, fosamprenauvir,
amprenavir, darunavir y tipranavir en el
grupo de inhibidores de proteasa. (L)
Formula quimica del cobicistat.
Cobicistat es un farmaco potenciador
utilizado con inhibidores de la proteasa
del VIH, solo no muestra actividad
antiviral. Fuente: De Clercq and Li.
(2016).
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Inhibidores de la integrasa viral

Para lograr la integracion del DNA viral en el genoma hospedador, se necesita la funcién de integrasas

virales.

Ademas de raltegravir, el primer compuesto efectivo frente a la integrasa del HIV, existen otros farmacos

como elvitegravir y dolutegravir (figura 47).

(A) Viral integrase

Viral integrase ‘j’:\ F);\’\"‘j jpe
oV m estructura de la integrasa del VIH en un complejo

Figura 47. Estructuras terciarias de la integrasa
Dolutegravir viral y formulas quimicas de los inhibidores de la
integrasa del VIH. (A) Integrasa viral del prototipo
de virus espumoso en complejo con dsDNA vy
dolutegravir (nimero de acceso PDB 3S3N). Se
muestra una estructura dimérica de la integrasa
viral en rosa y cian. Aunque todavia falta la

(B) Raltegravir (C) Elvitegravir (D) Dolutegravir con sus inhibidores. Se cree que los inhibidores

antivirales aprobados que se dirigen al VIH y la
integrasa del virus, comparten unos mecanismos

wacm HO/"'#\ I similares. (B a D) Formulas quimicas de
N F. . . . .
%HQF HOW Qw /jg\ raltegravir, elvitegravir y dolutegravir en el grupo
0 . oL s .

, 0 OH de inhibidores de la integrasa del VIH. Fuente: De
Clercq and Li. (2016).

Inhibidores de la entrada

En un primer momento se pensé en la utilizacién (como ligando) de quimioquinas para el bloqueo
de ciertos receptores como RANTES (CCL5), MIP-1a (CCL3) y MIP-1B (CCL4). Esta primera idea
inicial se descarté por los efectos secundarios no deseados que producian.

Maraviroc (UK-427857 figura 48) es un medicamento aprobado en 2007 para el tratamiento de
pacientes infectados por cepas de HIV con una resistencia multiple. Efectivo frente a HIV R5-
trépicas, coligando de CCRS.

Maraviroc es una droga activa en el rango nanomolar cuya efectividad se centra en la inhibicién
de la interaccién de gp120 con su correceptor. El mecanismo de accidén se basa en la unién
competitiva al bolsillo hidrofébico de las hélices transmembrana de CCR5. Esto conlleva un
cambio estructural en la parte extracelular del receptor encargada de la interaccionar con HIV.
Los tratamientos que tenian como blanco la interaccion entre gp120 y el correceptor CXCR4 son
una via de la que no se espera buenos resultados. Esto se debe a que CXCR4 es esencial para
multiples procesos fisiologicos. En ratones, la delecién del gen CXCR4, o su ligando 5DF-1
(CXCL12) es letal durante el desarrollo embrionario. En humanos, ciertas mutaciones en
heterocigosis de este receptor estan asociadas a algunos sindromes de inmunodeficiencia, por lo
gue no parece probable que este camino dé los frutos deseados.

Se estudiaron péptidos sintéticos correspondientes a los dominios HR1 y HR2 de gp41, como

farmacos capaces de bloquear la fusion de membranas por gp4l. Los péptidos sintéticos
competirian por los dominios HR1 y HR2 bloqueando la fusién de membranas.
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Enfuvirtide (T-20) es un ihibidor de fusién de membranas aprobado por la FDA estadounidense
para el tratamiento en pacientes del 2003. Se trata de un péptido sintético lineal de 36
aminoacidos que presenta una secuencia idéntica a la regién HR2 de gp41.

El problema que surge con los tratamientos peptidicos es que su administracion ha de ser
inyectada (no pueden ser administradas por via oral dada su labilidad) por lo que se sigue
investigando en la busqueda de otras moléculas que también bloqueen la fusion.

Figura 48. Formulas quimicas de

(A) Dol inhibidores de la entrada del VIH y
HO estructuras terciarias de CCR5, VIH-1
(B) Maraviroc (C) CCRS coreceptor GP41 y glicoproteina F del RSV. (A)

~
\)

Férmula quimica del docosanol. (B y
C) Férmula quimica de maraviroc y el
correceptor CCR5 en complejo con
maraviroc (nimero de acceso PDB
4MBS). Se presentan las vistas
superior y lateral de la estructura
; CCR5. (D y E) Férmula quimica de
(E) HIV-1 GP41 enfuvirtida y estructura terciaria del
trimero GP41 del VIH-1 (nimero de
acceso PDB 2X7R). La enfuvirtida se
deriva de la region verde de HIV-1
GP41. Se presentan las vistas superior
y lateral del trimero VIH-1 GP41. Se
muestran tres unidades del trimero
de VIH-1 GP41 en azul, rojo y rosa,
respectivamente.  (F)  Estructura
terciaria del trimero de glicoproteina
(F) RSV glycoprotein F and its antibody F de RSV de prefusién en complejo
: oL ] con el anticuerpo motavizumab
(nimero de acceso de PDB 4ZYP).
Motavizumab es un anticuerpo
monoclonal experimental derivado
SO ‘ del farmaco palivizumab aprobado
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e :?" aa 254-277
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| RSV membrane | RSV F trimer proteinas. Las cadenas pesaday ligera
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y verde, respectivamente. El sitio de
unién de palivizumab (posiciones de
aminoacidos [aa] 254 a 277) esta
resaltado en rojo. Se muestran tres
unidades del trimero RSV F de
prefusion en rosa, gris y cian,
respectivamente. Fuente: De Clercg,
and Li. (2016).
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9.3. Terapia HAART

La terapia HAART o TARSA (terapia de alta actividad antirretroviral), introducida en 1996, supuso un gran
avance contra la infeccidn del HIV, pasando a ser una infeccidon crénica controlable. Se trata de un
tratamiento que combina la administracion de tres farmacos diferentes (terapia combinada triple), dos
inhibidores de la RT (uno nucleosidico y otro no nucleosidico) y un inhibidor de proteasas. Gracias a esta
combinacion de tratamientos la probabilidad de emergencia de mutantes resistentes al comienzo del
tratamiento es muy reducida, lo que la ha llevado a ser un tratamiento altamente exitoso.
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Este tratamiento conduce a la reduccién de los niveles de HIV-1 hasta debajo del limite de deteccién de
los métodos diagndsticos (50 copias de RNA de HIV-1 RNA por mililitro de plasma, figura 49). Esta bajada
en los niveles de carga viral (suponen una replicacion viral muy baja y por tanto baja infeccidn de LT CD4+)
va seguido de un aumento en los numeros de LT CD4+, reestableciéndose asi la funcién inmunolégica,
disminuyendo por tanto las infecciones oportunistas y las muertes por SIDA.

A pesar de que esta terapia ha supuesto un gran avance en la lucha contra la infeccién por HIV y una gran
mejora en el prondstico y calidad de vida de los pacientes, sigue siendo una enfermedad crdnica sin cura.
Diversos estudios han demostrado que a pesar de ser indetectables o de mantener unos niveles bajos, se
siguen detectando células infectadas tras afios de tratamiento debido a que el virus persiste en
reservorios no muy bien caracterizados. Ademas, si se cesa el tratamiento en un periodo de tiempo de
entre tres y cuatro semanas, la carga viral en los pacientes aumenta.

Otro de los problemas que abarca la infeccion por HIV es la disponibilidad del tratamiento. Ya que,
aunque actualmente se estima que el 60% de pacientes infectados reciben tratamiento, hasta hace poco
solo era menos del 5% quienes lo recibian. Debemos sus esfuerzos por la generalizacidn en el acceso del
tratamiento antirretroviral a la OMS y entidades privadas que colaboran en la lucha tanto por la
investigacion contra la infeccidn por HIV, como por el acceso a los antirretrovirales y por la aceptacion de
los pacientes infectados por HIV.
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10. Latencia

Aunque el virus HIV-1 se multiplica continuamente durante el curso de la infeccidn, el virus puede
establecer un estado de latencia a nivel celular. HIV-1 latentes han sido detectados in vivo en células T
CD4+ no activadas. Como una consecuencia de su tropismo por células T CD4+ activadas, HIV-1 puede
establecer infecciones latentes en células T CD4+ de memoria, que son generadas cuando las células T
CD4+ activadas vuelven a su estado quiescente.

El HIV-1 latente persiste como un provirus establemente integrado, pero transcripcionalmente
silencioso. En este estado, el virus no es afectado por las respuestas inmunitarias o por los fdrmacos
antirretrovirales, y este reservorio en células T CD4+ “durmientes” (“resting”) es un gran impedimento
para conseguir la curacidn de la infeccidn. Se estima que en un individuo infectado con HIV, con una
viremia indetectable como consecuencia de un tratamiento eficaz, puede tener hasta 107 células
infectadas de forma latente, principalmente linfocitos T CD4+ de memoria.

En resumen, el virus no se vera afectado en estas células ni por la respuesta inmunitaria del organismo
ni por farmacos antirretrovirales.

Cuando una célula T CD4+ encuentra su antigeno, experimenta una transformacién y entra en ciclo
celular, produciéndose una serie de rdpidas divisiones que dan lugar a varias células efectoras activadas.
Algunas de estas células revierten a un estado GO quiescente, persistiendo como células de memoria,
preparadas para responder rapidamente en futuros encuentros con el mismo antigeno (Fig. 50a). Esto se
considera la via normal de una respuesta mediada por linfocitos T CD4+.

En el caso de pacientes infectados por HIV, la respuesta sigue la misma linea que en una situacién normal
pero con una excepcion: el virus tiene tropismo por linfocitos T CD4+ activados, por lo que durante esta
activacion el HIV-1 infectara preferentemente estas células y se replicara (Fig. 50b). No obstante, estas
células infectadas no sobreviven mas alla de unos pocos dias (Fig. 42). Sin embargo, aun siendo un evento
poco frecuente, algunos linfoblastos CD4+ son capaces de revertir a un estado de memoria
(“durmiente”).
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Fuente: Han et al. (2007)

Nature Reviews | Microbiology
Resulta significativo que, como consecuencia de esta transicidn, la expresion génica del HIV-1 es

bloqueada. Una razén de este hecho es que la transcripcién a partir de las LTR (“long terminal repeat”)
es inducida de forma fuerte por factores transcripcionales del hospedador como son el factor nuclear kB
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(NF-kB) y el NFAT (“nuclear factor of activated T cells”), que son excluidos del nucleo de células
“durmientes”.

El resultado es un provirus integrado de forma estable pero transcripcionalmente silencioso en una célula
T de memoria, una célula cuya funcion es sobrevivir durante largos periodos de tiempo (meses o incluso
afios). Si la célula encuentra de nuevo su antigeno, o resulta activada por citoquinas u otros estimulos,
comienza a producir virus. Mientras tanto, el virus persiste como un DNA integrado, no afectado por
farmacos antirretrovirales. Asi, la latencia del HIV-1 se establece sobre un pilar fundamental del sistema
inmunitario, la memoria inmunoldgica que reside en linfocitos “durmientes” de larga vida. Se estima que
estos reservorios donde el virus estd latente pueden llegar a persistir hasta 44 meses.

El estudio de los linfocitos T CD4+ de memoria o no activados, como reservorios del HIV-1 es complicado
también por el hecho de que estas células de memoria se clasifican en diversas categorias: células de
memoria (Tscm, “T stem cell memory”), Tcm (“central memory”), Ttm (“transitional memory”), Tem
(“effector memory”), Tmm (“migratory memory”), Trm (“tissue resident memory”) y Ttd (“terminally

differentiated”). Dentro de las células T CD4+ de memoria, posiblemente las células TSCMs se consideran
especialmente relevantes en el establecimiento de latencia, dadas sus caracteristicas de

autorrenovacion, resistencia a la apoptosis y su supervivencia durante periodos muy largos de tiempo.

En algunos estudios se ha demostrado la presencia de virus competentes para la replicacion y DNA de
HIV-1 en linfocitos Ty, una subserie de linfocitos T CD3+ con TCR formado por las cadenas y y 6. Estos
linfocitos T difieren de los convencionales Taf en que no reconocen antigenos peptidicos, sino que
reconocen antigenos lipidicos de forma no restringida por MHC.

Otros tipos celulares en los que el virus puede persistir (Fig. 51) son los macréfagos, donde el virus puede
persistir en forma de DNA no integrado durante periodos largos. La idea de que los macréfagos eran
células terminales en la via de diferenciacion mieloide esta siendo reconsiderada, ya que se ha visto que
son capaces de auto-renovarse y repoblar tejidos.

Otras células importantes para la persistencia del virus (Fig. 51) serian las células dendriticas foliculares
presentes en los tejidos linfoides, ya que estan especializadas en atrapar y retener antigenos, incluidos
viriones HIV-1, sobre su superficie en forma de inmunocomplejos, donde pueden persistir viables hasta
al menos nueve meses. Estudios recientes indican que el HIV-1 podria también establecer latencia en
células progenitoras hematopoiéticas.

El HIV-1 también se ha encontrado en el SNC (Fig. 51), lo que indica que puede atravesar la barrera
hematoencefalica. El SNC tiene muy pocos linfocitos T CD4+, pero si tiene diversos tipos de macréfagos,
incluyendo la microglia, que se ha visto pueden contener HIV latentes.
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Figura 51. Tipos celulares que pueden ser afectados por HIV-1 y donde se ha visto que establecen latencia.
Fuente: Barton et al. (2016)

10.1 Implicaciones de la latencia viral en el tratamiento antirretroviral

Los tratamientos actuales, aunque efectivos, deben mantenerse de por vida, dado que la interrupcion
conduce a un rapido rebrote del virus. A pesar del tratamiento prolongado, los pacientes mantienen
viremias entre 1 a 50 copias por mililitro de sangre. Y, de hecho, si se cesa el tratamiento, rapidamente
se observa una expansion del virus (Fig. 49).

Ademds, hay que tener en cuenta que se trata de tratamientos caros y por tener efectos secundarios
derivados de su uso prolongado. Algunos pacientes estan ya en su segunda década de tratamiento y en
el mundo desarrollado unos 3 millones de personas estan siendo tratadas.

Aungue la toxicidad del tratamiento HAART es muy baja, si que existe una preocupacion por una mayor
incidencia de enfermedades cardiacas, diabetes, enfermedades hepaticas y varias formas de cancer entre
los pacientes sometidos al tratamiento.

Ademas, en 2009 se reporto el caso de una posible cura de un paciente infectado por HIV-1; este paciente
fue tratado por una leucemia consistente en la destruccion de su tejido mieloide y la reconstitucion con
células madre hematopoyéticas (“hematopoietic stem cell transplantation”) procedentes de una persona
homocigota para la mutacion CCR5A32 y, por tanto, resistente al HIV-1. Este paciente, conocido como el
“paciente de Berlin” dejé de tomar el tratamiento TARSA (HAART) el dia anterior de someterse al
trasplante, que fue en 2007, y hasta ahora no se le ha detectado el virus ni ninguna evidencia de

replicacién viral.
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10.2 Abordajes que podrian posibilitar la eliminacion total del virus

Una terapia tan drastica como la sufrida por el “paciente de Berlin” no se contempla como una estrategia
de tratamiento habitual contra la infeccién por HIV-1. Es por esto que se estdn buscando otras vias de

alcanzar una cura total de la infeccion.

Uso de nucleasas especificas de sitio

Actualmente se estd ensayando el uso de nucleasas especificas de sitio para producir células resistentes
a la infeccién por HIV-1. Para ello se desarrollaron las proteina ZFN (“Zinc Finger Nuclease”) mediante
ingenieria molecular, que presentan un dominio de dedo de zinc (especicifidad de reconocimiento de
secuencia) y un dominio endonucleasa. Asi, cuando la proteina reconoce su sitio en el DNA producird una
rotura en ambas cadenas, que serd reparada por la célula por NHEJ (“Non-Homologous End Joining”). Se
han desarrollado ZFNs para evitar la expresion de CCR5 y CXCR4 , que serian introducidas a través de
vectores adenovirales o retrovirales, o en su defecto por transfeccidon con nucleofectina.

La alteracidon de los genes de CCR5 en células T CD4+ o hematopoyéticas en ratones humanizados genera
una menor carga del virus. En este mismo estudio, las células T CD4+ se colectan por aféresis (técnica de
separacion de componentes sanguineos por medio de sus densidades; los componentes no necesarios
se reintroducen en el paciente). A continuacion, la proteina ZFN de CCRS5 se introduce en las células (en
este caso con un adenovirus) y, por ultimo, las células modificadas genéticamente se reintroducen en el
paciente.

La mayor limitacidn de esta técnica es que la ZFN no es capaz de eliminar las células infectadas en estado
latente, solamente las células en un estado activo.

Activacion y destruccién de virus latentes
Pmstreﬁn—» .

El uso de las nucleasas especificas de sitio presenta la limitacion inior—
de no ser capaz de eliminar el virus latente, y por eso existe una HMBA
intensa investigacion en la busqueda de mecanismos de

activacion de los virus latentes para llevar a cabo una curacion

total de las personas infectadas (Fig. 52). i
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heterocromatina silenciosa, tal como trimetilacion de lalisina9  esquemética de la combinacién de
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HIV a células T CD4+ no infectadas.

Estas marcas de silenciamiento estan determinadas y reguladas

por las HDACs (Deacetil-transferasas de histonas) — derivando Fuente: Richman et al. (2009)

en una cromatina mas compactada — y por HMTs (Metil-

transferasas de histonas) — con efecto activador o represor en funcién del nimero de metilaciones
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realizadas —. Ambas clases enzimaticas son reclutadas hacia la region donde el virus se ha integrado,
induciendo el estado de heterocromatina.

Ademas, se metilan islas CpG por las DNMTs (Metiltransferasas de DNA), reprimiendo la transcripcion. A
esto se le suma que factores de activacion de transcripcion como NF-kB y NFAT estdn secuestrados en el
citoplasma. Por ejemplo, NF-kB se encuentra como un heterodimero p50/Rel A (p65) unido a IkB
(inhibidor de NF-kB).

II. Linfocitos activados

Cuando se produce la activacion de linfocitos T (Fig. 53b), una serie de sucesos invierten el proceso
represivo. La regidn 5’'LTR del virus contiene secuencias de unién para varios factores transcripcionales:
NF-kB, NFAT, Sply AP1. Estos factores celulares pueden ser activados por estimulos externos y promover
la transcripcién del HIV-1.

Tras la activacidn del linfocito, la degradacién de IkB (el inhibidor del factor NFkB) permite la migracion
al ndcleo y la unidn al promotor de HIV del heterodimero p50-p65, que es la forma activa de NFkB, quien
va a estimular la expresidén de HIV, a través del reclutamiento de HATs (“histone acetyltransferases”)
como p300/CBP y la remodelacion de la cromatina mediante la acetilacion de histonas.

La via de sefializacién por protein kinasa C (PKC) interviene en la activacién de factores transcripcionales
implicados en la activacion de linfocitos T, tales como el factor NFAT o el factor NF-kB. De ahi, que la
utilizacion de agonistas de la via, como son los ésteres de forbol, se han mostrado eficaces en la
activacion linfocitaria. Sin embargo, la implicacion de la via PKC en multiples procesos celulares ha
desaconsejado el realizar ensayos clinicos para probar su utilizar para erradicar linfocitos con virus HIV
en estado latente.
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Figura 53. (A)  Regulacion de la latencia de HIV mediante factores celulares (células en reposo). (B) Regulacion
de la activacion de HIV mediante factores celulares (linfocitos activados). Fuente: Trono et al. (2010)
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Por otro lado, también se ha visto que algunos activadores transcripcionales son regulados a través de
acetilaciones reversibles en residuos de lisina. Asi, por ejemplo la lisina acetiltransferasa p300/CBP
acetila a la subunidad Rel A del factor NF-kB y aumenta su actividad transcripcional. En cambio, HDAC3
desacetila RelA y regula negativamente su actividad. En consecuencia, la inhibicion de HDACs (“histone
deacetylases”) conduce a una hiperacetilacidon de este factor transcripcional y puede explicar en parte la
reactivacién del HIV que se observa en presencia de estos inhibidores (Fig. 53b).

Actualmente, teniendo en cuenta los mecanismos responsables del establecimiento y mantenimiento de
la latencia, tres categorias de agentes se estdn ensayando: activadores de linfocitos T, inhibidores de
enzimas que modifican las histonas e inhibidores de metilacion de DNA (Fig. 53).

En experimentos iniciales en los que se utilizaron activadores de linfocitos, tales como IL-2, IL-6, TNF-q,,
IFN-y e IL-7, o anticuerpos especificos de la subunidad CD3 del receptor de linfocitos T, se observd una
disminucién en pacientes de células con el virus integrado, pero cuando se dejoé de administrar la terapia
HAART se observd un incremento de la carga viral en el plasma. Ademas, los ensayos clinicos realizados
se tuvieron que suspender al observarse fuertes respuestas inflamatorias, consecuencia de una
desregulacion del sistema inmunitario.

Estudios in vitro y ex vivo han demostrado que la actividad transcripcional de provirus HIV latentes puede
ser aumentada por la combinacién de una serie de sustancias que incluyen el éster de forbol prostratina,
un compuesto aislado de la corteza del drbol mamala que es inductor de NFkB (se esta estudiando
también su papel durante décadas por posibles aplicaciones terapéuticas contra enfermedades como el
SIDA, la hepatitis o el Alzheimer), el acido valproico, un inhibidor de HDACs (“histone deacetylases”), o
inhibidores de la metilaciéon del DNA como es el 5-aza-2’-deoxicitidina.

Todas estas aproximaciones, sin embargo, deben ser planteadas con cierta preocupacion, pues la
administracién de sustancias con capacidad de inducir la activacién del HIV podria también conducir a la
activacion de los retroelementos contenidos en nuestro genoma.

De hecho, mas del 40% del genoma humano deriva de tales retroelementos. La expresion de estos
elementos estd muy controlada, y su expansion incontrolada se ha demostrado ser causa de
enfermedades hereditarias y en el desarrollo de algunos tipos de cancer.

A pesar de los inconvenientes, todas estas aproximaciones tienen un objetivo comun: eliminar la
infeccidn viral, por lo que es interesante continuar investigando e invirtiendo en ellas.

11. Vacunas y otros métodos de prevencion de la infeccidn

La busqueda por una vacuna frente al SIDA comenzd hace ya mas de 30 afios con un gran optimismo y
elevadas expectativas. Con la identificacion del virus HIV como la causa del SIDA, se pensd que una vacuna
seguiria rdpidamente a este descubrimiento. A ese optimismo contribuyd el hecho de que en esos
momentos se habia demostrado exitosa una vacuna frente al virus de la hepatitis B basada en la
produccién en levaduras de una proteina de la cubierta del virus. Actualmente existen unas 20 vacunas
que se han o estan ensayando en distintas fases (Tabla 4; anexionada al final del tema).
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Vacuna
AIDSVAX B/E
AIDSVAX B/B
AIDSVAX B/B
ALVAC vCP1452

ALVAC vCP1452

AIDSVAX B/B

DNA, HIVA

MVA, HIVA

ALVAC vCP205 o vCP1452
AIDSVAX B/B

ALVAC vCP205

ALVAC Vcp1452

DNA HIVA

MVA HIVA

Poly-env1
VCR-HIVDNA009-99-VP
GTUNef DNA

VCR4302 DNA

Gag DNA

PGA2/JS2 DNA

NefTat fusién/gp120
LIPO-4T lipopeptide
ALVAC vCP1452

LIPO-5T o LIPO-6T

Inmunégeno
gpl20

gpl20

gpl120
Env-gag-pol-CTL

Env-gag-pol-CTL

gpl120

Gag-CTL

Gag-CTL
Env-gag-pol-CTL
gpl120

Env-gag-pol
Whnv-gag-pol-CTL
Gag-CTL

Gag-CTL

Gag

Env
Env-gag-pol-CTL
Nef

Gag-pol

Gag

Gag, RT, Env, Tt, Rev, Vpu
Nef, tat, gp120
Gag-pol-nef-TT-CD4
Env-gag-pol-CTL

Gag-pol-Nef-TT-CD4
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Clade

B, E

A,B,C,D,E

A,B,C

Pais

Tailandia

USA

USA

USA

Brasil, Haiti, Peru

Trinidad y
Tobago

UK
Uganda
USA
USA
USA
USA
Kenia
Kenia
USA
USA
USA
Finlandia
USA
USA
USA
USA
Francia
Francia

Francia

Fase

2b

2b

2b

2b

2a

2a

2a

2a
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Tabla 4. Vacunas profilacticas de HIV en ensayos clinicos. Tabla adaptada de la pagina web de la Iniciativa
Internacional de Vacunacion contra el SIDA (https://www.iavi.org)

Uno de los obstaculos ha sido la identificacion de inmundgenos capaces de inducir una inmunidad amplia
y duradera. Ademas, la tremenda variabilidad genética del virus es otra dificultad, pues resulta
complicado crear una vacuna universalmente efectiva frente a los diversos “clades” y cepas de virus.
Finalmente, la investigacién en vacunas HIV también esta dificultada por la falta de modelos animales.

Respuestas proliferativas de células CD4 frente a antigeno HIV, respuestas de células T CD8 citotdxicas y
niveles de anticuerpos neutralizantes son mayores en resistentes de larga duracién que en pacientes con
enfermedad progresiva.

En la Tabla 5 se muestran todas las estrategias vacunales frente al HIV probadas, que se pueden dividir
en dos grandes grupos, aquellas basadas en la produccién de una fuerte respuesta humoral y aquellas
que van a producir una fuerte respuesta celular.

N N T N

Vacunas que producen anticuerpos anti-HIV

Proteinas virales
de superficie

Fase I y Fase 11

it Los anticuerpos inducidos no reconocen

Seguro y simple de preparar.

(ei: gp120). seguridad).
Deberian presentar proteinas de la
superficie del HIV en una
conformacion relativamente natural.

Simple de preparar.

HIV completos

inactivados. Sin estudiar en humanos.

Presentan proteinas de la superficie
del HIV en una conformacion
relativamente natural.

Pseudoviriones

(virus artificiales). Bl

Vacunas que producen una respuesta celular

Vectores virales Se puede controlar la cantidad y el

vivos. 5 LD tipo de proteinas virales producidas
DNA desnudo. Fase L. Simple de preparar. No es caro.
Péptidos HIV. Fase L. Simple de preparar.

Vacunas que producen una resy celular y h 1
Deberia estimular ambas partes de la
Commbinacismes ok respuesta inmune a la vez.
HIV vive Sin estudiar en humanos, Vacuna que mejor imita al HIV,

solo se ha probado en
primates.

puede interferir con la capacidad de

atenuado. replicarse

HIV de pacientes.

Riesgo de que algunas preparaciones
contengan algunos virus activos. Los
virus inactivos pueden perder proteinas y
ser inefectivos.

Difiicies de producir y asegurar una
estabilidad a largo plazo.

Complicado de preparar. Se induce una
respucsta moderada.
Preocupaciones en cuanto a la integraciéon
de los genes en las células humanas
(puede dafar a los pacientes).

No muestran una fuerte respuesta
inmunitaria.

Complicado de preparar.

Los virus podrian causar enfermedad.

Tabla 5. Tabla representativa de los distintos tipos de vacunas que se estan desarrollando contra el HIV.

Fuente: Adaptado de Scientific American; David Baltimore and Carole Heilman (1998)

11.1. Vacunas inductoras de respuesta inmunitaria humoral

Vacunas basadas en la proteina gp120

Actualmente, los candidatos a vacunas HIV mas extensamente testados son aquellos que contienen
alguna parte de la proteina de la cubierta (Env), principalmente la proteina gp120. Dado que el virus
emplea esta proteina para entrar en las células, la generacion de anticuerpos que se unieran a esta
proteina impedirian al HIV unirse e infectar las células.
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La gp120 ha sido administrada a voluntarios humanos. En estos ensayos, la proteina fue capaz de
promover la produccion de anticuerpos. Ademas, los anticuerpos resultantes son capaces de neutralizar
eficientemente al HIV en el tubo de ensayo, bloqueando su habilidad para infectar linfocitos humanos
cultivados. Desgraciadamente, los anticuerpos sélo reconocen cepas de HIV que son muy similares a las
empleadas para generar las vacunas (cepas cultivadas en el laboratorio). Los anticuerpos inducidos frente
a las proteinas procedentes de estas cepas adaptadas al laboratorio fueron ineficaces en la neutralizacién
de las cepas HIV aisladas directamente de pacientes infectados.

Vacunas basadas en virus inactivados

Como intentos de mejorar la eficacia de la neutralizacidn se ha planteado la posibilidad de inmunizar con
particulas viricas completas muertas que pudieran presentar al sistema inmunitario formas mas naturales
de la proteina Env. Sin embargo, el hacer una vacuna con virus muertos requiere de un proceso de
inactivacién muy riguroso, dado que virus residuales e incluso el material genético viral residual podria
ser potencialmente peligroso.

Vacunas basadas en pseudoviriones

Como estrategia alternativa, las proteinas Env podrian ser presentadas al sistema inmunitario embebidas
en "pseudoviriones", estructuras artificiales que recuerdan particulas viricas. Estas particulas son seguras
(se produce la particula viral pero sin el material genético), pero son dificiles de producir en una forma
estable.

La mayor dificultad a la que se enfrentan las investigaciones dirigidas a generar respuestas de anticuerpos
neutralizantes es la gran variabilidad del virus, donde ademas de variaciones puntuales en las secuencias
de aminodcidos de las proteinas de superficie, con frecuencia, se observan inserciones y deleciones de
longitudes variables de aminodcidos. Ademas, las proteinas de superficie estdn altamente glicosiladas, lo
que impide la interaccion de los anticuerpos con las proteinas.

11.2. Vacunas inductoras de respuesta inmunitaria celular

Otro tipo de vacunas son aquellas dirigidas a generar una activacién especifica de linfocitos T citotéxicos
(CTL). Las células CTL reconocen pequefos fragmentos de proteinas extrafias que son presentadas en la
superficie de una célula infectada en el contexto de moléculas MHC clase |. Para que una vacuna HIV
estimule la inmunidad celular a través de MHC-I, debe inducir a que células seleccionadas sinteticen y
muestren péptidos de proteinas viricas.

Estas células favoreceran que se monte una respuesta inmunitaria frente a todas las células que muestren
péptidos virales, incluyendo aquellas verdaderamente invadidas por HIV. Al matar las células infectadas,
van a reducir la produccidn de nuevos viriones. Ademas, los linfocitos CD8+ activados producen grandes
cantidades de quimioquinas tales como RANTES, MIP-1a y MIP-1B, que compiten por la unién al receptor
CCRS.

Los investigadores han desarrollado diversos métodos para conseguir que las células produzcan y
muestren fragmentos de proteinas de HIV.
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Vacunas con vectores vivos

Esta aproximacién se basa en la habilidad de diversos virus para invadir células. Asi, los investigadores
insertan los genes HIV seleccionados en un virus que no es dafino y que se va a encargar de conducir el
DNA al interior de las células del cuerpo. El vector mas extensamente utilizado para este tipo de vacunas
deriva del virus "canarypox". Este virus no patogénico, relacionado con el virus de la viruela, penetra en
las células humanas pero es incapaz de ensamblar nuevas particulas virales. Hasta la fecha, las vacunas
"canarypox" se han mostrado seguras, pero inducen sélo respuestas CTL modestas.

Vacunas con péptidos antigénicos

Otros investigadores han analizado la induccidn de estas respuestas CTL a través de la administracion de
péptidos sintéticos derivados de las proteinas virales. Sin embargo, estos péptidos tampoco inducen
fuertes respuestas inmunitarias en humanos.

Vacunas de ADN

Una aproximacion para inducir respuestas inmunitarias celulares consiste en la inyeccion de DNA
desnudo de genes HIV. Aunque cabria pensar que este DNA desnudo podria degradarse demasiado
rapido, se ha visto que este DNA es capaz de entrar dentro de las células y dirigir la produccidon de
proteinas virales.

En estudios en ratones y en primates, las vacunas de DNA generan respuestas CTL que reconocen las
proteinas HIV. Precisamente, la primera vacuna de DNA que se ha ensayado en humanos ha sido la
vacuna frente a HIV-1. Estos estudios, que en conjunto han implicado a centenares de personas, han
puesto de manifiesto que este tipo de vacunas son bien toleradas en humanos, y no se ha reportado
ningun efecto adverso.

Los resultados han mostrado que las respuestas de anticuerpos son bajas o inexistentes. Se observan
respuestas de células T CD4+ razonables, pero las respuestas de células T CD8+ no parecen ser lo
suficientemente altas como para asegurar un control efectivo de la infeccion.

Las esperanzas en el desarrollo de una vacuna frente al HIV se han renovado con los resultados del ensayo
RV144, que se dieron a conocer a finales de 2009. Este ensayo consistido en la inoculacidon de un
“canarypox” que expresa las proteinas Gap y Pol del HIV subtipo B y la gp120 del subtipo E, seguidas de
una inoculacion posterior de una mezcla de proteinas gp120 de los subtipos B y E en hidréxido de
aluminio, utilizado como adyuvante. El ensayo se realizé con 16000 personas heterosexuales en Tailandia
y los resultados indicaron que la vacuna habia inducido una proteccion frente a la infeccion del 31%.

Estos resultados han puesto de manifiesto, por otro lado, que quizas la mejor estrategia para obtener
una vacuna eficaz es la de combinar formulaciones que induzcan tanto respuestas celulares y de
anticuerpos.

Por otro lado, ahora que la patogénesis de la infeccién HIV es mejor entendida, los investigadores se han
dado cuenta que, si el virus se mantiene a concentraciones bajas en la sangre, una persona infectada
podria no progresar nunca a SIDA. Este dato es importante porque sugiere que incluso una vacuna
parcialmente efectiva podria ser valiosa al limitar la cantidad de virus en los pacientes.

En este momento, hay tres vacunas que se estan analizando en ensayos clinicos, una de ellas basada en
el empleo del virus canarypox , y otras dos, en las que se emplean como vectores adenovirus que
expresan las proteinas mayoritarias de HIV-l (Env/Gag/Pro).
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11.3. Otros métodos de prevencion de la infeccion de HIV

Ademas de las vacunas, otros métodos de prevencién son la concienciacion de las personas en el uso de
medidas para evitar la transmisién del virus durante las practicas sexuales, la utilizacion de terapia
retroviral durante el parto para disminuir la transmisién de la madre al hijo y la utilizacién de una
profilaxis pos-exposicion. Dentro de esta ultima aproximacion, se encuentra el tratamiento con anti-
retrovirales en personas con sospecha de haberse podido infectar. Sin embargo, hay que evitar un uso
indiscriminado de esta practica porque, por un lado, los antirretrovirales pueden tener
contraindicaciones y, por otro lado, pueden ayudar a la aparicidén de virus resistentes a farmacos, si se
utiliza esta practica en personas que ya estan infectadas por el virus.

Otro método pos-exposicion en el que se esta trabajando activamente es la generacién de anticuerpos
neutralizantes, que se administrarian a las personas con sospecha de infeccién. Este tipo de préctica se
denomina inmunizacién pasiva.
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http://hivinsite.ucsf.edu Informacidn en varios idiomas sobre diagndstico, infecciones oportunistas, tratamiento y

epidemiologia del SIDA.

http://www.avert.org [Avert-AIDS Education and Research Trust]. Datos histdricos, epidemioldgicos e imagenes de
HIV y SIDA.

http://www.unaids.org [Programa de las Naciones Unidas para la lucha contra el SIDA]

http://content.nejm.org/cgi/content/full/359/4/339/DC2?query=TOC [Presentacién interactiva de la estructura del
HIV y su ciclo bioldgico]

https://hivinfo.nih.gov/es/understanding-hiv/fact-sheets/las-fases-de-la-infeccion-por-el-vih [Las fases de la

infeccion por el VIH]

https://www.mscbs.gob.es/ciudadanos/enfLesiones/enfTransmisibles/sida/prevencion/pruebaViH/home.htm

Informacion del Ministerio de Sanidad, Consumo y Bienestar Social sobre la prevencién y la Prueba del VIH.

http://www.infosida.es Informacidn adicional sobre el VIH: Pruebas clésicas, prevencion y tratamientos.

https://www.who.int/topics/hiv_aids/es/ Informaciéon de la Organizacion Mundial de la Salud sobre el VIH:

definicion, transmision, prevencion y diagnéstico.
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