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El sarcoma de Kaposi (KS)
es un tumor complejo de
histogénesis incierta
caracterizada
microscépicamente por una
proliferacién de células en
forma “spindle”. El tumor a
menudo aparece en la piel
particularmente  sobre  las
extremidades, la cara y los
genitales, pero que se puede
diseminar a los tejidos
linfaticos y visceras,
especialmente en los pacientes
con SIDA. Aunque ain es
motivo de cierta discrepancia,
se piensa que el origen del KS
es un proceso infeccioso
causado por un herpesvirus.

Pneumocystis carinnii es un
hongo pat6geno, oportunista,
extracelular, que nparasita el
arbol respiratorio del ser
humano, produciendo una
infestacion que se manifiesta
en muchos pacientes que han
sufrido de inmunosupresion.
Es un agente infeccioso comin
entre los afectados por SIDA.

1. Introduccién

El HIV (virus de la inmunodeficiencia humana) es el virus causante del SIDA (sindrome de la inmunodeficiencia adquirida).
Hay dos tipos mayoritarios de HIV; la infeccion por el HIV-1 es la més prevalente en el mundo y se caracteriza por un
deterioro lento y progresivo del sistema inmunitario que termina siendo fatal y el HIV-2 se encuentra principalmente en la zona
del oeste de Africa y produce una patologia mas benigna.

En 1981 aparecen los primeros casos de la enfermedad. El primero se basé en la inusual aparicién simultanea de dos
enfermedades, el sarcoma de Kaposiy la neumonia causada por el hongo Pneumocystis carinii en un joven homosexual.
Fueron subsiguientemente descritos otros casos en otras poblaciones (drogadictos, hemofilicos y nifios nacidos de madres con
SIDA), lo que sugirié una etiologia infecciosa.

En 1983 se aisl6 el HIV-1y se reconocié como la causa a ese sindrome. Al afio siguiente se desarrollo el test de ELISA (test
de anticuerpos frente a HIV), una herramienta fundamental tanto para el diagndstico de la enfermedad como para analizar los
bancos de sangre, impidiendo por tanto millones de infecciones como consecuencia de las donaciones.

La secuencia completa de HIV-1 se conoci6 en 1985. Se describié también ese mismo afio el AZT (zidovudine) como
primera droga contra el virus; su uso en humanos seria aprobado en 1987.

Ademas, 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, que con las del HIV-1, lo que
condujo al descubrimiento y aislamiento del HIV-2. Se demostrd que el HIV-2 estaba mas relacionado genéticamente con el
SIV que con el HIV-1, lo que ha sugerido 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
troglodyte, en el que el virus ha co-evolucionado durante siglos. De hecho, los SIVs no parecen causar SIDA en sus
hospedadores naturales. Cabe destacar ademas la singularidad de que los chimpancés son, entre las especies actuales, los
animales mas relacionados con el hombre.

En 1995 se aprueba el uso en paciente de saquinavir, primer farmaco inhibidor de la proteasa viral lo que posibilito la
formulacion de la terapia antirretroviral altamente activa (HAART, “highly active antiretroviral therapy”) (Figura 1).

Es el agente infeccioso mas estudiado en todos los tiempos pero sigue siendo una enfermedad sin controlar. La infeccion por
HIV ha pasado de ser una enfermedad incurable y de consecuencias fatales a ser considerada una infeccién cronica.
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Figura 1. Gréfica que representa los afios en el eje “x” y en el eje “y” la tasa de infeccion por 100.000 habitantes.
Se muestra el uso en humanos en 1987 del AZT y en 1995 el uso del saquinavir el cual permitié una terapia
combinada con inhibidores de la retrotranscriptasa y la proteasa. Ello sirvi6 para disminuir el nimero total de
pacientes con SIDA, con lo que se afirma que es una buena terapia. Ademas se ve como el SIDA estd mas
presente en hombres.

1.1. Epidemiologia

En 1996, después de mas de una década de aumentos constantes, las muertes por SIDA empezaron a decrecer en EEUU y
algunos lugares de Europa Occidental. La bajada fue debida principalmente a la introduccién de terapias poderosas capaces de
retardar la actividad HIV. Pero esta tendencia de los paises industrializados no es representativa del conjunto del mundo.

La infeccion por HIV se expandi6 rapidamente a todos los lugares. Desde principio de los afios 80, alrededor de 60 millones
de personas han contraido el HIV, y méas de 25 millones han muerto. Se estima que, cada afio el HIV-1 infecta a unos 3
millones de personas en todo el mundo, y produce la muerte de unos 2 millones de personas (segun el informe de la OMS,
2007) (Tabla 1).



Adultos y nifios

Adultos y nifios
recientemente

Prevalencia en

Fallecimiento de
adultos y nifios

- 0,
con HIV infectados por HIV adultos (15-49) % causa del HIV
Afr|ca' 22.5 millones 1.8 millones 5.0% 1.3 millones
Sub-sahariana
Africa del Norte 460 000 75 000 0.2% 24 000
y Central
Sury Sureste 4.1 millones 270000 0.3% 260 000
asiatico
Este asiatico 770 000 82 000 0.1% 36 000
América cgn_tral 1.4 millones 92 000 0.5% 58 000
y Sudamérica
Caribe 240 000 17 000 1.0% 12 000
Europa Oriental y 1.4 millones 130 000 0.8% 76 000
Asia Central
Centro-Europay 820 000 31000 0.2% 8500
Europa Occidental
América 1.5 millones 70000 0.5% 26 000
del Norte
Oceania 57 000 4500 0.3% 1400
TOTAL 33.3 millones 2.6 millones 0.8 % 1.8 millones

Tabla 1. Tabla de distribucion mundial de casos de SIDA. Se muestra como la patologia se extendié por todo el mundo, siendo Africa sub-
Sahariana la regién con méas casos (22.5 millones de personas).

Africa sub-Sahariana es la regién del mundo donde la epidemia es més devastadora y su impacto sigue creciendo (Figura 2).
De los 33 millones de personas HIV positivas, aqui se encuentran el 70 % de los casos de HIV-positivos y se han dado el 80 %
de las muertes por esta enfermedad. Su prevalencia media es de 8,8% en la poblacién adulta (15-49 afios), siendo en algunos
paises de esta region la prevalencia en adultos superior al 20%. Ademas, a finales de 2008 se estim6 que 1,8 millones de nifios
(menores de 15 afos) estaban infectados por HIV, de los que un 90% habian adquirido la infeccion a través de su madre.
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Figura 2. Se muestra la prevalencia mundial en adultos del SIDA. Se ve la distribucién (en porcentajes)
en todo el mundo y como la zona de Sudéfrica es la més afectada

La transmision vertical de madre a hijo se estima que ocurre entre el 15 y el 25% de los partos de madres HIV-positivas.
Teniendo en cuenta que 2,4 millones de mujeres infectadas con HIV dan a luz cada afio, se van a producir unos 600.000
nuevos casos de infeccién en nifios cada afio. La transmisién puede ocurrir en el Gtero (como resultado de la exposicion al
virus a través de la placenta o en el liquido amniético), durante el parto (por el contacto con la sangre o secreciones vaginales)
0 posnatalmente a través de la leche materna. En mas del 80% de los casos, se produce por contaminacion en el parto. En
paises desarrollados la cesarea 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 zonas més afectadas como Africa sub-Sahariana, el HIV ha reducido las esperanzas de vida que se habian aumentado.
La esperanza de vida subi6 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.

De los 49 millones de habitantes de Sudafrica, 5,7 millones estan infectados con HIV, lo que lo convierte en el pais con
mayor nimero de casos. Todo ello ademas con sus graves implicaciones sociales y econémicas.

2. Clasificacion
Tanto el HIV-1 como el HIV-2 son virus RNA que pertenecen a la familia Retroviridae; género lentivirus. Son virus
citopéaticos pero no oncogénicos.



Dentro de las cepas del HIV- 1 existen a su vez tres grupos genéticos: el M (“mayor”, mayoritario), el O (outlier, altamente
divergente o atipico) y el N (“non-M, non-O”). Este Gltimo descubierto recientemente, es un mosaico formado entre dos lineas
virales divergentes relacionadas con HIV-1 y SIV (de chimpancé), posiblemente producidas por recombinacién. La
recombinacién entre genomas de virus es bastante frecuente. Se considera que cada uno de estos grupos genéticos corresponde
probablemente a una transmision independiente desde los chimpancés (SIV) a poblaciones humanas. Es decir, no son el
resultado de una evolucion del virus.

Los virus de grupo M se encuentran distribuidos en todo el mundo, mientras que los virus del grupo O (altamente
divergentes) se han aislado en Africa, Alemania, Francia y otras partes de Europa. Por Gltimo el grupo N solo se ha encontrado
en Camer(n.

El grupo M se divide a su vez en nueve subtipos genéticos o “clades” (A, B, C, D, F, G, H, J y K). Estos subtipos se
establecen en base al grado de divergencia entre los genes gag y env.

La divergencia en la secuencia de aminoacidos puede llegar a ser del 35% en el caso de la proteina env, en virus de
diferentes subtipos genéticos, y hasta un 20% dentro de un mismo “clade” o subtipo.

Todos estos subtipos genéticos (“clades™) tienen el mismo origen, proceden de una misma cepa que se debié originar
alrededor de 1930.
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Figura 3. Distribucion geogréafica 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 méas predominante en Africa. En azul se muestra la
distribucion de formas recombinantes que circulan en la poblacién y que son el resultado de la recombinacion de
subtipos definidos.

3. Composicion del virus

La particula viral (virién) del HIV tiene un tamafio de entre 100 y 150 nm Vif, Vpr, Nef y p7
de diametro, con un ndcleo electrodenso donde se encuentra la informacion p120 proteasa
genética rodeado por una membrana lipidica cuyo origen se encuentra en la B
célula infectada (Figura 4). El nucleo contiene dos moléculas de RNA de epal ﬁ;r;g;m
cadena sencilla, cada una con un genoma viral completo. Hucoproteina -
integrasa
Figura 4. Estructura del virion de HIV, con las dos moléculas de transcriptasa
RNA correspondientes, la matriz y sus proteinas y la membrana inversa

genoma

lipidica (incluyendo gp 120 y gp40). o CARN)

Ese genoma viral tiene una longitud de unas 10 kb, con la estructura tipica de los retrovirus (Figura 5). Esto supone la
presencia de regiones LTR en ambos extremos del genoma, rodeando los clasicos genes de retrovirus: gag, pol y env. Gag
codifica componentes estructurales de la particula viral(como MA, proteina de la matriz, o NC ,de la nucleocapside) ,mientras
que pol contiene enzimas virales como retrotranscriptasa, proteasa o integrasa, y env a su vez tiene los genes codificantes de la
envuelta (glicoproteina de superficie gp120, proteina transmembrana gp41).
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Figura 5. Estructura del genoma virico, con los genes gag, pol y env, tanto en HIV-1 como en HIV-2.

Pero ademas de los genes habituales en retrovirus, el HIV presenta otros genes adicionales:
= tat. Activador de la transcripcion, se une a un bucle del RNA que normalmente bloquea la transcripcién aumentandose
asi la sintesis de mRNA.
rev. Regulador transcripcional a nivel de la salida del mMRNA al citoplasma. Rev ayuda en la exportacion al nicleo de la
mRNA con intrones y aumenta su traduccion en el citosol.

nef. Bloquea la presentacion de péptidos por MHC-I e interacciona con CD4, marcandolo para su degradacion.

vif. Bloquea la actividad de la proteina APOBEC 3G, que se inserta en la particula en proceso de maduracion
provocando errores de replicacion.

= vpr. Proteina reguladora que detiene la proliferacion celular.

vpu. Se ancla en la célula infectada y tiene funcion reguladora. Sin ella se pierde eficacia en la maduracién del virus.
Solo esta presente en HIV-1, en HIV-2 encontramos una proteina similar, vpx.
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Figura 6. Proteinas exclusivas del HIV, y modo de actuacion de algunas de ellas.

El principal producto del gen env es un polipéptido de unos 88 kDa (Figura 7). Este polipéptido sufre una serie de
glicosilaciones (principalmente del tipo N) en el reticulo endoplasmético y en el Golgi que aumentan su peso molecular hasta
unos 160 kDa. Estd molécula, ya glicosilada, se conoce como gpl160. En el propio reticulo, la proteina se asocia con otras
moléculas formando homotrimeros que son exportados a la membrana.

Durante ese transporte, actia una serin proteasa celular dando las proteinas gp120 y gp41, diferenciadas pero aun unidas

covalentemente. Si este paso se ve afectado, se producirdn particulas de aspecto normal, pero que no tienen capacidad de
infectar.

gp120 gp41
Vi Y Y i hinge MPR
= i i e o (O i e s
ectodomain

Figura 7. gp41 y gp120, productos del gen env. Podemos distinguir los distintos dominios de cada proteina.

Gp120 esta implicada en el anclaje, la union al receptor CD4 y al correceptor. Presenta cinco zonas variables (V1-V5) y
otras cinco mas conservadas (C1-C5). Las regiones conservadas contienen los dominios vitales para la interaccion con las
células, mientras que las regiones variables se encuentran en zonas mas externas de la proteina. De hecho, las regiones V1-V4
forman una especie de lazos (“loops™) que se anclan entre ellas mediante puentes disulfuro. Estos lazos variables, junto a los
sitios de glicosilacion, dan lugar a epitopos altamente variables frente a la respuesta inmunitaria humoral, pero su funcién no es

solo la evasion de la respuesta inmunitaria: los lazos V1/V2 y particularmente el V3 desempefian papeles importantes en la
unién de Env al correceptor.

La subunidad gp41 est4 implicada en la fusién de membranas0. La proteina tiene un dominio extracelular o ectodominio
(que contiene un péptido fusogénico muy hidrofébico que facilita la fusion, y los dominios HR1 y HR2 importantes para ésta),
un anclaje transmembrana y un dominio que se extiende en el interior de la membrana del virus. Las glicoproteinas de la
cubierta se ordenan como trimeros en configuracion “spike-and-knob” (pincho y cubierta). Hay 72 trimeros por virion.



4. Biologia

Viral
ANA

4.1 Estrategia de replicacion o

La adhesion a las células diana y la entrada del HIV-1 core
requiere la presencia de dos proteinas en la superficie celular:
el receptor CD4 (permite el anclaje, no la entrada) y los
receptores de quimioquinas (Figura 8). Cal

membrang

Figura 8. Anclaje y entrada del HIV. Esta figura ilustra
cémo se produce el proceso de adhesion y entrada del HIV-1
en la célula hospedadora. Este proceso estd mediado por la
interaccion entre la proteina gp120 con CD4 y el correceptor
correspondiente, y la proteina gp41.

En primer lugar, la interaccion entre la glicoproteina gp120, de la cubierta del virus, y CD4 va a mediar el anclaje del virus.
A partir de dicha interaccién se producen una serie de cambios conformacionales en la superficie del virus que permiten la
fusion de la envuelta con la membrana celular y la penetracién del virus en la célula hospedadora. Posteriormente, el complejo
ribonucleoproteico es liberado en el citoplasma.

Existen dos copias idénticas del genoma retroviral. La conversion del RNA virico a DNA es llevada a cabo por las
actividades coordinadas de la 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 gendémico, utilizando como cebador el tRNA-Lys
celular. ElI tRNA-Lys celular se une a un sitio especifico del genoma retroviral denominado “Primer Binding Site” (PBS) para
iniciar la sintesis del DNA por la RT. La ribonucleasa H degrada selectivamente el molde de RNA original. El resultado final
de la sintesis por RT es una molécula de DNA de doble cadena (denominada “DNA proviral™) a partir de las dos moléculas de
RNA genémico.

Una vez sintetizado, el DNA viral pasa al ndcleo formando un complejo en el que se encuentran varias proteinas virales
(integrasa, RT y Vpr) y la proteina celular HMG-1 (). En la mayoria de los retrovirus, el complejo provirus-integrasa es
demasiado grande y no puede atravesar los poros de la membrana nuclear, por lo que sélo llega al ndcleo cuando las células se
estan dividiendo. Sin embargo, en el caso del HIV, la proteina Vpr permite el paso del complejo a través de la membrana
nuclear.

Después de la translocacion al nicleo, el DNA linear de doble cadena se integra directamente en el cromosoma del
hospedador por accion de la enzima integrasa. El proceso de integracion no es especifico de sitio y tampoco requiere el aporte
de energia adicional.

Una vez integrado, la activacion de la transcripcion 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 descripcion excede los limites de este
tema. No obstante, cabe mencionar que entre los factores celulares implicados en la iniciacion de la transcripcion del genoma
viral esta el factor de transcripcién 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 activacion inmunolégica por la accion de
mitégenos, citoquinas y otras proteinas activadoras. De esta manera, el linfocito T-CD4" representa un doble nicho ecoldgico
en el ciclo biolégico del HIV: en estado de reposo celular permite la latencia viral al carecer de los factores necesarios para
permitir la replicacion del HIV. Por el contrario, la activacion 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 replicacion
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 serén traducidos
para producir las poliproteinas precursoras Gag y Gag-Pol que codificaran para elementos estructurales de la capsida o enzimas
virales.

El gen env es traducido por ribosomas asociados al reticulo endoplasmatico. La proteina sintetizada se transporta a través del
aparato de Golgi donde se glicosila y, aproximadamente, dobla su tamafio. Esta glicoproteina se denomina gp160 y sera
procesada por una proteasa para formar la glicoproteina de superficie gp120 y la proteina transmembrana gp41, pero ambas
permanecen unidas estructuralmente (esencial para la infectividad del virus). Estas proteinas maduras se transportan a la
superficie de la célula infectada.

El ensamblaje del ndcleo del virién compuesto del RNA genémico, proteinas modificadas del virus y enzimas, tiene lugar en
la membrana plasmatica (Figura 9). Los viriones maduros se forman por gemacion a través de la membrana plasmética, al
tiempo que adquieren las glicoproteinas de la cubierta externa (gp120) y transmembrana (gp41). En adicion a los componentes
codificados por el virus, los viriones también incorporan otras proteinas no virales, como antigenos del complejo mayor de
histocompatibilidad y ciclofilina. No se conoce el papel, si es que tienen alguno, que estos factores pueden desempefiar en el
ciclo de replicacion.
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Figura 9. Ciclo biolégico del HIV. La figura muestra el ciclo replicativo del HIV-1. (1) Las proteinas gp120 y gp41 van a mediar la
adhesion 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 capsida (integrasas, proteasas, RT, RNA) es liberado. La retrotranscriptasa viral sintetiza ADN a partir de RNA viral.
(4) El complejo ADN-integrasa migra al nicleo, se produce una escision en el ADN celular y el ADN proviral se integra de manera
no especifica de sitio. (5) EI nuevo RNA sintetizado pasa a usarse como RNA genémico y también para producir algunas proteinas
virales. (6) EI RNA, las proteinas virales y otros componentes, migran a la superficie celular para formar un nuevo, pero todavia
inmadura, virién. (7) El virus se desprende de la célula hospedadora por gemacion, incorporando las proteinas gp120 y gp4l en la
bicapa lipidica. La maduracién del virus tiene lugar después de su desprendimiento, por cortes proteoliticos en la particula viral.
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5. Patogénesis

En la mayorifa de individuos, la infeccién por HIV lleva consigo una destruccion gradual de linfocitos T CD4" por lo que se
desarrolla una disfuncién inmunoldgica y por ello aparecen infecciones oportunistas que son el la caracteristica del SIDA. En
muchos 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 pequefio de personas, la progresion de la enfermedad ocurre rapidamente entre 1 y 3 afios
después de la infeccion.

La infeccion con HIV-2 puede también causar SIDA, pero el periodo de progresion clinica es considerablemente més largo,
lo que sugiere que puede ser menos virulento.

A pesar de la variacion en la velocidad de progresién clinica, durante la infeccion por HIV-1 se distinguen tres etapas:
infeccion primaria o fase aguda, infeccién clinicamente asintomatica o fase crénica, y progresion sintomatica de la
enfermedad), en las cuales, incluso en la fase asintomética, el virus estara replicdndose continuamente.

5.1 Fase aguda o infeccién primaria

Esta primera etapa 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/ml de plasma,
comparable o0 mayor a la que se alcanza en individuos con SIDA avanzado. A pesar de ello, muchos individuos permanecen
asintomaticos, mientras que otros tienen sintomas parecidos a la gripe, incluida fiebre.

Esta etapa termina unas pocas semanas después de la exposicion al virus cuando el sistema inmune crea anticuerpos
especificos de HIV y hay seroconversion. Los niveles de virus en la circulacion también decrecen drasticamente durante este
periodo, lo que sugiere que los mecanismos inmunitarios del hospedador controlan eficientemente la replicacion del virus y
disminuyen la carga viral.

El control de la viremia durante la infeccion primaria probablemente requiere de las respuestas humoral y celular del sistema
inmunitario. Los anticuerpos frente a HIV-1 pueden contribuir a reducir los niveles de virus circulantes bien directamente a
través de la neutralizacién de virus, o indirectamente a través de la formacion de inmunocomplejos que son después limpiados
por el sistema reticuloendotelial. Los linfocitos T citotoxicos (CTL) especificos de HIV-1 pueden actuar eliminando células
infectadas por HIV y suprimir la replicacion a través de la secrecion de citoquinas antivirales.

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

A pesar de que las respuestas inmunes antivirales sean bastante eficientes en ninglin momento la replicacion del virus es
totalmente controlada. Esto es por la gran capacidad que tiene el virus de generar variabilidad, como veremos en la generacién
de resistencia a farmacos.

En la mayoria de infectados la carga del virus en el plasma se estabiliza después de la infeccion aguda. Este “plateau” varia
considerablemente de persona a persona, pero generalmente se encuentra entre 10° a 10° copias de RNA virico/ml de plasma.

Los niveles de HIV-1 en el plasma después de la infeccion primaria son predictivos de la velocidad de progresion de la
enfermedad. Los niveles que exceden 10° copias/ml después de la seroconversion indican una progresion rapida hacia la
enfermedad, mientras que los niveles por debajo de 10° copias/ml se asocian a un curso clinico més estable.



5.2 Fase crénica o asintomatica

Tras la fase aguda, muchos individuos entran en un periodo asintomatico de duracion variable (con una media de 9 afios) que
se caracteriza por niveles bajos de antigenos HIV-1 en la sangre periférica y relativamente pocas manifestaciones clinicas. Se
sabe ahora que la latencia clinica no significa una latencia viral. Los niveles plasméticos de RNA HIV-1 se encuentran en el
rango 10°-10° copias/ml. Sin embargo, los titulos de virus infecciosos son varios 6rdenes de magnitud menor, indicando que
muchos de los virus plasmaticos son defectivos, deteriorados o neutralizados.

La frecuencia de linfocitos T CD4" circulantes que contienen DNA de HIV-1 se estima entre 1 en 1.000 a 1 en 100.000
células en individuos asintométicos, mientras que en pacientes con SIDA, la frecuencia puede alcanzar con facilidad 1 en 100
células. Ademas, en la fase crénica la mayoria de los linfocitos T infectados por el virus se encuentran latentes y solo hay
replicacion activa del virus en el 1% de ellos.

Se produce una reduccion dréstica en la cantidad de virus libre en la circulacion y un aumento en el nimero de células T
CD4" en aquellos individuos infectados por el virus que en esta etapa son tratados con farmacos anti-HIV. Mediante
extrapolacion a partir de estos cambios de viremia, se ha estimado que méas de 10° viriones son producidos y retirados de la
circulacion por dia en una persona infectada.

Alrededor de 10°® 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 linfocitos, lo que conduce a un recambio rapido
y constante, lo que hace que los individuos se mantengan bastante estables durante periodos prolongados; lo que refleja la
estabilidad del sistema inmunitario para proveer nuevas células CD4". Aunque este balance puede ser mantenido durante
muchos afios, al final se produce una pérdida progresiva de células T CD4* con el consiguiente deterioro de la funcion
inmunitaria.

5.3 Fase enfermedad

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 (tener en cuenta que una persona sin infectar tiene alrededor de 1000 linfocitos T CD4* por microlitro
de sangre).

La bajada en los niveles de células T CD4* acompaiiado de infecciones oportunistas y desarrollo de tumores, es signo de
progreso de la enfermedad.

En algunos pacientes, los contajes de células T CD4" declinan gradualmente a lo largo de la infeccion, mientras que otros
experimentan una caida brusca después de un periodo de relativa estabilidad.

Andlisis 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.

El virus alcanza un méximo de variabilidad genética. La diversidad dentro del genoma viral aumenta a través de la infeccion,
alcanzando un “plateau” en el momento de una deplecion significativa de las células T CD4". Incluso durante la infeccion
clinica asintomaética, los pacientes pueden albergar hasta un millén de variantes genéticamente distintas.

Gracias a estudios filogenéticos se sabe qué través del curso de la infeccién, aparecen oleadas de nuevas cuasiespecies
virales, sélo para ser eliminadas y reemplazadas por poblaciones nuevas. Es probable que la progresion de la enfermedad esté
unida a la emergencia de variantes con incrementada virulencia o, alternativamente, variantes que pueden escapar a la
deteccion del sistema inmunitario.

Ademas de la destruccion de linfocitos T CD4", los individuos infectados por HIV-1 exhiben defectos en otros apartados del
sistema inmunitario. Estas otras alteraciones del sistema inmunitario son la activacion descontrolada de linfocitos B lo que
produce elevadas cantidades de autoanticuerpos, la actividad citotoxica de las células NK (“natural killer) est4 disminuida y
el deterioro de la funcién de APCs (“antigen-presenting cells”). También se muestran niveles elevados de IL-6 y TNF-a, estas
citoquinas estimulan la expresion de HIV-1 in vitro y pueden actuar aumentando la expresion del virus en células infectadas al
tiempo que modulan la activacion de otras células inmunitarias. A pesar de la bajada en células CD4", hay un aumento de
linfocitos T CD8", sin embargo, la ausencia de ayuda de las células T CD4* hace que la actividad citotoxica especifica de HIV-
1 mediada por células T CD8" esté a menudo reducida o ausente en pacientes de SIDA.
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Figura 10. Resume 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 (por debajo de 200 células por milimetro cubico de sangre, se dice que la persona
tiene el SIDA) y el progreso de carga viral (con picos altos de viremia en la fase aguda y en la fase enfermedad),
todo ello en el desarrollo en el tiempo (de semanas a afios).



5.4 Resistentes de larga duracién

Un pequefio nimero de individuos infectados con HIV-1 han sido identificados que se mantienen clinica e
inmunolégicamente sanos a pesar de infecciones entre 5 y 20 afios. Estos individuos se han llamado sobrevivientes de larga
duracion o “supresores de elite” (“elite suppressors™), y son capaces de controlar la replicacion del HIV-1 sin tratamiento. Por
ello, son el foco de considerables esfuerzos de investigacion encaminados a elucidar los factores del hospedador y virales que
pueden contribuir a la atenuacion de la progresion de la enfermedad.

Se sabe que estos individuos tienen una carga viral considerablemente més baja que la encontrada en pacientes que
progresan hacia el SIDA, ya que tienen una respuesta inmune anti-HIV muy activa, incluyendo anticuerpos neutralizantes y
una potente actividad antiviral por parte de las células T CD8".

Ademas, las cepas de virus aisladas de estos pacientes a menudo se replican pobremente en cultivo, lo que sugiere que
pueden haber sido infectados por una cepa debilitada o atenuada del virus.

Es probable que la combinacién 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.
Aunque no se podia descartar la existencia en las células no humanas de un factor inhibidor de la fusién.

= El segundo fendmeno experimental fue el descubrimiento de distintos tropismos mostrados por diferentes aislados de
HIV-1 en relacién con el tipo celular de células CD4 humanas. Todas las cepas HIV-1 infectan y se replican en
linfocitos T CD4" primarios. Sin embargo, algunos aislados infectan eficientemente a lineas celulares T CD4" pero
pobremente a macrofagos primarios. Estos virus se denominaron como de tropismo por lineas celulares T o TCL-
tropicos. Por el contrario, otras cepas HIV-1 infectaban macréfagos primarios mas eficientemente que lineas celulares
T. Estos se denominaron M-tropicos.

El hecho de que las cepas de HIV-1 sean TCL- 0 M-trépicos tiene importantes implicaciones en la transmision y patogénesis
del virus. Los aislados obtenidos de sangre periférica de individuos recientemente infectados o durante la fase asintomatica son
predominantemente M-tropicos; cuando la infeccion progresa a SIDA, son los virus TCL-trépicos los que se aislan con mas
frecuencia.

Todos estos datos llevaron a postular que la clave para entender el tropismo y la entrada del HIV estaria en la identificacion
de unas moléculas correceptoras, lo que se logré en el afio 1996.

6.1 Identificacion de los correceptores

El primer correceptor HIV-1 se identifico empleando una genoteca de cDNA humana para transfectar una linea de ratén que
expresaba CD4, aislando el clon de cDNA que conferia a estas células la capacidad de ser infectadas. Lo que se analizd en
realidad fue la capacidad de formar sincitios (células multinucleadas) con células que expresaban la proteina producto del gen
Env. La formacion de sincitios, debido a la fusién de células T CD4" infectadas con no infectadas, es uno de los dafios
colaterales producidos por la infeccion con HIV-1.

El andlisis de secuencia de este clon indic6 que codificaba para un miembro de la superfamilia de receptores de siete
segmentos transmembrana acoplados a proteina G (Figura 11). Esta proteina, denominada “fusina” funcionaba con cepas
HIV-1 TCL-trépicas, pero no con las M-tropicas. Asi, “fusina” cumplia los criterios para ser considerado el correceptor de las
cepas HIV-1 TCL-tropicas.
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Figura 11. Secuencia primaria y topologia de membrana de CXCR4. En esta figura estan representados
determinados residuos de los dominios extracelulares, incluyendo cisteinas (amarillo), residuos acidos (rojo),
residuos bésicos (negro) y sitios de N-glicosilacién (estructuras ramificadas). Los dominios involucrados en la
unién de proteina G se representan en verde. Las cepas T-tropicas y de tropismo dual van a interaccionar con los
cuatro dominios extracelulares (numerados de 1 al 4), aunque estudios han indicado que el tercer bucle extracelular
es la regién més importante seguida por el segundo bucle extracelular. En relacién a CCRS5, los bucles 1 y 4 son
menos importantes en la actividad de correceptor.
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Dentro de la superfamilia de receptores acoplados a proteinas G se encuentran los receptores de quimioquinas. Las
quimioquinas son pequefias proteinas (70-90 aminoécidos) con actividad quimiotactica para leucocitos; son secretadas por
diversas células del sistema inmunitario y desempefian papeles fundamentales en la activacion de leucocitos y su movilizacién
hacia los sitios de inflamacién. Existen dos clases mayoritarias de quimioquinas en humanos que se denominan de acuerdo con
la estructura de los motivos cisteina del extremo N-terminal:

= Quimioquinas CXC; las dos primeras cisteinas estan separadas por un aminoécido.
= Quimioquinas CC; las dos primeras cisteinas estan adyacentes.

En 1995, Cocchi et al., encontraron que ciertas quimioquinas CC (RANTES, MIP-1a y MIP-1p) eran potentes inhibidores
de la infeccion de cepas HIV-1 M-tropicas pero no de las CTL-tropicas. Esto llevé a la caracterizacion del receptor de
quimioquinas responsable de este efecto que se designé como CCR5 (el quinto receptor para quimioquinas tipo CC).

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

6.2 Modelo para explicar el tropismo de HIV-1
Este modelo (Figura 12) indica que:
= Las cepas de HIV-1 TCL-trépicas utilizan el correceptor CXCR4, por lo que se les denomina como cepas X4.
= Las cepas de HIV-1 M-tropicas prefieren el correceptor CCR5, y se les asigna el nombre de cepas R5.
= Las cepas de HIV-1 de tropismo dual pueden utilizar ambos correceptores y se les considera un paso intermedio en la
evolucion de las cepas M-trépicas hacia las TCL-trépicas. Se les asigna el nombre de cepas R5X4.
Las lineas celulares T expresan CXCR4, los macrdfagos primarios CCRS5, y las células T primarias de la sangre periférica
expresan ambos.
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Figura 12. Modelo para explicar y el tropismo de HIV-1 en base al uso de correceptor. Las cepas TCL-
tropicas son especificas para CXCR4 y pueden infectar lineas celulares T CD4" y células T CD4" primarias.
Las cepas M-tropicas son especificas para CCR5 y pueden infectar macréfagos primarios y células T CD4*
primarias. Las cepas de tropismo dual pueden usar ambos correceptores, por lo que pueden infectar todas las
células mencionadas anteriormente.

6.3 Mecanismo de fusion y entrada de HIV-1 mediada por los correceptores

La entrada de HIV en la célula hospedadora es un proceso complejo. En la primera etapa, se produce la interaccién entre la
molécula CD4 y la glicoproteina gp120. CD4 es un miembro de la superfamilia de las inmunoglobulinas. Se expresa en la
membrana de monocitos, macréfagos, algunas subseries de linfocitos T y en células dendriticas.

El sitio de unién a CD4 implica a regiones conservadas y carentes de carbohidratos de gp120. La unién de gp120 a CD4
induce grandes cambios conformacionales en gp120 que conducen a la exposicién en superficie de los lazos V1/V2 y V3,
responsables de la interaccion con el correceptor. Sélo después del cambio conformacional, gp120 se une al correceptor. La
unién de gp120 al correceptor promueve nuevos cambios conformacionales en la proteina gp120 que conducen a la activacion
de gp41 a un estado activo de fusion. El péptido de fusion de la proteina gp41 se inserta en la membrana de la célula blanco,
formandose un estado intermedio en el que gp41 estéa 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 gp4l 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 fusién, que esta insertado en la membrana
celular. Esta yuxtaposicion conduce a la formacion de un poro de fusion, lo que permite a la cépsida viral entrar en la célula
(Figura 13).

La estrategia de interaccion con el receptor en dos etapas permite al HIV-1 el mantener la superficie de unién al correceptor,
que esta muy conservada, en una conformacion criptica, quedando sélo expuesta tras la interaccion de gp120 con CDA4. Esto da
una serie de ventajas al virus, como la evasion del sistema inmune.

Durante mucho tiempo, se pensd que el proceso de entrada del HIV tenia lugar a nivel de la membrana plasmatica de la
célula. Sin embargo, datos recientes sugieren que es necesaria la induccién de un proceso endocitico de las particulas virales
para que tenga lugar una fusion total.
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Figura 13. Modelo para ilustrar las interacciones que ocurren en el proceso de entrada del HIV. CD4 y las
moléculas correceptoras estan localizadas en la membrana del hospedador (abajo), mientras que las proteinas gp120
y gp41l estan asociadas a la membrana viral (curvada, arriba). La entrada del HIV es iniciada por el anclaje de
gp120 a CD4, que provoca cambios conformacionales en gp120, dejando expuesta la region de interaccion con el
correceptor. EI complejo correceptor-gp120 sufre otra serie de cambios conformacionales que permiten la insercion
del péptido de fusion de gp41 en la membrana de la célula. La interaccién entre los dominios HR1 y HR2 conduce a
aproximar la membrana viral y la del hospedador, creando un poro de fusion que permitira la entrada de la capsida
del HIV en la célula hospedadora.

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

Las variantes M-trépicas se encuentran tras la infeccién y durante todas las etapas de la enfermedad, mientras que las cepas
TCL-trépicas y duales se detectan en las etapas finales de la enfermedad (Figura 14). Estos resultados sugieren que el
correceptor CCR5 va a ser importante para la transmision viral mientras que el CXCR4 va a ser importante en las etapas de
progresion a enfermedad.

Un problema importante es la relacion entre el uso de correceptores y la deplecion de células T CD4" que ocurre durante la
enfermedad (Figura 14). 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.

Existen varias razones para explicar por qué la infeccion se produce a través de las cepas M-trdpicas y no las TCL-tropicas.
Una de las respuestas se encuentra en que la principal via de transmision es: la transmisidn sexual. En la transmision por via
sexual, la primera diana del virus es el sistema linfoide difuso asociado a mucosas. Ademéas 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.

Existe, ademas, un dato genético que evidencia la importancia del correceptor CCR5 para la transmision del virus: el
descubrimiento en la poblacién humana de un alelo CCR5 mutante, denominado CCR5A32, que confiere resistencia a la
infeccion por HIV-1. El gen CCR5A32 tiene una delecion de 32 pares de bases en la regién 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 (CCR5A32/ CCR5A32), en dos homosexuales de alto riesgo,
llamados 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 no se encontrd esta homocigosis entre miles de
individuos infectados.

Finalmente, experimentos in vitro demostraron una absoluta correlacion con los datos de poblacién: los linfocitos de sangre
periférica de homocigotos CCR5A32/ CCR5A32 son susceptibles a la infeccion por virus X4, pero completamente resistentes a
la infeccion 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 expresion de CCRS5.

Una cuestion interesante esta en relacion con el origen de la mutacion CCR5A32. Esta mutacién es muy comdn entre las
poblaciones caucésicas, se encuentra con menores frecuencias en el Oriente Medio e India, y s6lo aparece esporadicamente
entre africanos, amerindios y asiaticos. Asi, entre los caucasianos, esta mutacion se encuentra en homocigosis en
aproximadamente el 1% de la poblacion y en torno al 20% en heterocigosis.

Andlisis de haplotipos indicaron que el alelo CCR5A32 se ha originado recientemente, hace unos 700 afios en el norte de
Europa. El que esta mutacion se extendiera rapidamente sélo se explica en el caso de que confiriese una clara ventaja frente a
un factor de seleccion, posiblemente una epidemia catastréfica. Basado en el tiempo y en el lugar de la fijacion de esta
mutacion, se ha sugerido a la peste bubénica como el factor mas plausible de esta seleccion.

No obstante, cabe mencionar que también se han descrito otros individuos EU que no tienen el genotipo CCR5A32. En
algunos individuos se ha encontrado una asociacion entre el fenotipo EU (tanto en homosexuales como hemofilicos) y unos
niveles elevados de quimioguinas CC endégenas (MIP-1a,, MIP-1 y RANTES) que bloguean el correceptor CCR5.
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Figura 14. Evolucion temporal del tropismo de HIV-1 durante la patogénesis. La
transmision de HIV-1 se produce a través de variantes R5, que persisten durante el periodo
asintomatico asi como después de la aparicion del SIDA. En muchos, aunque no en todos
los individuos, aparecen variantes X4 y R5X4 cuando se observan los primeros sintomas

que definen al SIDA.

6.5 Sefializacion a través de los correceptores inducida por el virus

La sefializacion a través de los receptores de quimioquinas esta acoplada a distintas vias que median la migracion celular, la
activacion transcripcional y el crecimiento y diferenciacion celular (Figura 15).

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 fosforilacion de tirosinas en la proteina tirosin-quinasa Pyk2. Estos datos indican
que la unién de la cubierta del virus a los correceptores CXCR4 y CCR5 no solo media la entrada sino que también activa
maltiples cascadas de sefializacion intracelular, un proceso que mimetiza la sefializacion por las quimioquinas. Asi, se ha visto
que la unién de gp120 de HIV-1 a CCR5 o CXCR4 dispara la activacién de Pyk2, PI3K, Akt, Erk-1/2, y la activacién del

factor de despolimerizacién de actina, cofilina (Figura 16).

Ademas, se ha demostrado que la sefializacion a través de los correceptores de quimioquinas es una funcién independiente,
no necesariamente ligada a los procesos de entrada y replicacién del virus.
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Figura 16. Componentes de las rutas de sefalizacion de los
receptores de quimioquinas activados por la envuelta del HIV-1.

7. Efectos del virus sobre el sistema inmunitario

Figura 15. Rutas de sefializacion de los receptores de
quimioquinas.
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La principal ruta de transmision del virus es a través de las relaciones sexuales. A partir de estudios en macacos con el virus
de la inmunodeficiencia de simios (SIV) se ha conseguido mucha informacion acerca de los primeros eventos que se producen
en el proceso de infeccion. Asi las primeras células blanco del virus que se detectan son los linfocitos T CD4* de memoria que

expresan el receptor CCR5 (correceptor para el virus).



Una semana post-infeccion, el virus se detecta en los nddulos linfaticos, adonde parece ser transportado por células
dendriticas (DC) y células de Langerhans, células muy abundantes en los epitelios, punto de entrada del virus.

Se produce una masiva produccién de los virus en los nédulos linfaticos drenantes cuando las células T entran en contacto
con las DC, resultando simultaneamente activadas e infectadas.

En este momento, el virus alcanza el torrente sanguineo desde donde alcanzara otros sitios, particularmente los tejidos
linfaticos asociados al intestino (GALT, “gut-associated lymphoid tissues ) donde residen grande nimeros de células T de
memoria.

Actualmente se sabe que los primeros y mas importantes dafios causados por la infeccidn del virus se detectan en los 6rganos
linfoides GALT.

Es en estos 6rganos donde 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
apoptéticos (mediados probablemente por Fas ligando). De hecho, la deplecion de células T CD4* en los GALT es mucho mas
acusada que la imagen derivada del andlisis de la sangre periférica.

La carga viral detectada en la sangre periférica alcanza un pico como consecuencia de la replicacion explosiva del HIV-1.
Este pico de viremia se alcanza alrededor del dia 21, llegando a niveles por encima de 107 particulas viricas por mililitro de
plasma.

Poco antes de la seroconversion se produce un descenso pronunciado de la viremia, consecuencia, segin se piensa, de la
aparicion de células T CD8" citotoxicas especificas del 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.

Tenemos otros dos factores que contribuyen al descenso de la viremia.
1) Aunque los anticuerpos neutralizantes sélo aparecen varias semanas 0 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 opsonizacién y eliminacion del virus.
2) Ladeplecion 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 elevada.

Se desconoce todavia cdmo el virus HIV-1 va minando continuamente al sistema inmunitario hasta que éste deja de ser
suficientemente operativo en su funcion protectora frente a la infeccién por patégenos.

La mayoria de los virus que infectan a humanos, 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 dafios en el hospedador.

Algunos ejemplos de estos Gltimos son el citomegalovirus (CMV), el virus Epstein-Barr (EBV) o los herpes virus. Por el
contrario, el HIV-1 es extremadamente nocivo y de una manera paulatina termina deteriorando al sistema inmunitario del
hospedador.

La cuestién por resolver es, por tanto, ;qué tiene el HIV que le hace diferente a la mayoria de los patégenos 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
citotoxicas CD8", la diferenciacion de los linfocitos B y el cambio de isotipo de inmunoglobulina, y la induccién de inmunidad
frente a tolerancia.

Légicamente, la deplecidn de este tipo de células va a tener consecuencias graves en la funcién inmunitaria. La disminucion
progresiva de células CD4" es una caracteristica de la infeccion por HIV-1y, de hecho, la determinacion del nimero de estas
células en sangre se utiliza como indicador del progreso de la infeccion hacia la enfermedad (SIDA).

No obstante, el nimero de células T CD4" infectadas por HIV-1 en la sangre durante la fase crénica de la infeccion 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 circulacion sanguinea representan sélo 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. (Figura 17).
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Figura 17. Variacion de las poblaciones de linfocitos T CD4" en el b
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Los mecanismos (Figura 18) que gobiernan la fusién 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.
A pesar de que 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 deplecion de linfocitos CD4" observada in vivo.

Otros mecanismos han sido también implicados en la deplecién de linfocitos T CD4", entre los que se incluye la
citotoxicidad sobre las células infectadas ejercida por los linfocitos T CD8* especificos de HIV-1. Pero también tenemos otros
como la citotoxicidad mediada por células y dependiente de anticuerpos de las células infectadas o de células no infectadas que
tienen absorbido la proteina gp120 al receptor CD4".
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La gp120 esta implicada también en inducir apoptosis de células T CD4" a través de la via Fas-FasL . Por otro lado, estudios
recientes implican al IFN-a en la deplecion de células T CD4" a través del siguiente mecanismo. La presencia de IFN-a induce
la expresion 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 expresion 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".
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a) Efecto natural de la respuesta inmunitaria, cuando se activa los linfocitos empiezan a proliferar. El SI a continuacién desencadena un
proceso homeostatico, el exceso de linfocitos es destruido. No es propio del HIV pero hay que tenerlo en cuenta.

b)  El virus infecta los linfocitos Th, expresa en su membrana gp120; la cual es reconocida por otro linfocito que 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 fusion de linfocitos infectados con linfocitos sanos.

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

d) Lagpl20y las particulas subvirales pueden desencadenar procesos apopt6ticos por medio de la via Fas-FasL, produciendo dafios en el SI.

e) 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 expresién de los linfocitos Th de la proteina TRAIL tanto solubles como unidos a la membrana.

Los componentes del virus también producen la expresién del receptor de TRAIL (DR5), que interacciona con el ligando TRAIL. Como
consecuencia de esta interaccion se desencadena también la apoptosis.

Resumiendo, la casi completa eliminacion 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 patégenos. La retirada de
células T CD4" de memoria de los tejidos de las mucosas es compensada en parte por la produccion aumentada y migracion 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. Diagnostico.

En la infeccion por HIV es muy importante tener un diagndstico bueno y fiable. Los sistemas de diagnéstico son los mejores
que existen comparados con otras enfermedades.

Los costes econdmicos, sociales y psicolégicos causados por falso positivos y falsos negativos para la infeccion HIV han
empujado a los investigadores y fabricantes a desarrollar tests de diagnéstico de alta sensibilidad y especificidad. No obstante
por definicion no existe un sistema de diagnostico totalmente fiable, y , por tanto, todo método lleva asociada la posibilidad de
dar un resultado erréneo.

El diagndstico de la infeccion puede hacerse mediante la deteccion de antigeno o anticuerpo con tests serolégicos, mediante
aislamiento del virus o por deteccion de secuencias de nucleétidos virales.

8. 1 Test serodiagnéstico o diagndsticos serolégicos.

El diagndstico seroldgico es un proceso de dos etapas: los sueros que dan como resultado una reaccién positiva se tienen que
volver a analizar, para excluir asi la posibilidad de un error en el laboratorio. Si se vuelve a obtener el mismo resultado, hay
que realizar un ensayo confirmatorio para verificar que los anticuerpos reactivos estan dirigidos frente a antigenos HIV. Los
principales tests serolégicos son:

8. 1. 1 Determinacion de anticuerpos mediante ensayos ELISA

En muchos casos la infeccion se diagnostica mediante la presencia de anticuerpos especificos para HIV-1 o HIV-2. Los
anticuerpos frente a HIV se detectan de 6 a 12 semanas de infeccion en la mayoria de los casos y en virtualmente todos los
pacientes dentro de los 6 meses de la infeccion.

Los antigenos para los ELISAs de HIV-1 o HIV-2 se preparan bien a partir de lisados de células T humanas infectadas con
el virus, proteinas recombinantes de HIV producidas en sistemas de expresion bacterianos o levaduras, u oligopéptidos
sintetizados quimicamente.




Estos tipo de tests tienen problemas de falsos positivos y falsos negativos.

Reacciones falso-positivas pueden aparecer ensayos basados en el crecimiento del propio virus sobre linfocitos de sangre
periférica (ELISAs HIV-1 de primera generacion), debido a la reactividad de anticuerpos dirigidos frente al antigeno de
leucocitos humanos (HLA), que son expresados por las lineas celulares linfoides utilizadas para preparar los lisados virales.

= Aparecen falsos positivos en mujeres que han tenido varios partos o trasfusiones sanguineas; ya que en los preparados
de estos virus existen trazas del antigeno de superficie de linfocito (el HLA). Durante el parto se pone en contacto la
sangre del nifio y la de la madre, produciéndose anticuerpos frente a los antigenos de superficie de linfocitos del nifio.

Posteriormente se han empezado a utilizar proteinas recombinantes que se producen en bacterias o en levaduras (los
denominados ensayos de segunda generacion). Estos ensayos que van a solventar el problema de los anticuerpos anti-HLA,
tienen el potencial problema de que la reaccion cruzada del suero con proteinas contaminantes de bacterias o levaduras
pueden ser causa también de reacciones falso-positivas.

= Falsos negativos. Pueden darse en ensayos basados en antigenos recombinantes o sintéticos derivados de la proteina
de la cubierta. Pueden fallar en la deteccion de anticuerpos del grupo O de HIV que es altamente divergente. Los
anticuerpos no reconocen a los péptidos sintéticos y da un falso negativo.

Incluso con una especificidad del 99,8% para los ensayos ELISA, asumiendo una prevalencia del 0,5% de infeccion por
HIV-1, como ocurre en la poblacion USA, dos resultados falso-positivos se obtendran por cada cinco individuos infectados
identificados. Por esta razén, un test confirmatorio es esencial para excluir los resultados falso-positivos.

8.1.2 El test confirmatorio gue se hace cominmente es el “Western blot”.

Detecta anticuerpos frente a las proteinas HIV-1 mayoritarias (gag, pol y env). Los anticuerpos frente a las proteinas gag
(p17, p24 y p55) aparecen antes en el curso de la infeccidn, pero decrecen en titulo con la progresion de la enfermedad.
Mientras que los anticuerpos frente a las proteinas de la cubierta (gp160 o gp120/41) normalmente persisten incluso en
etapas avanzadas de la enfermedad. (Figura 19).
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Figura 19. El “Western-blot” se utiliza como ensayo confirmatorio de un resultado serolégico op41 -3 -4
positivo. Tiras de nitrocelulosa que contienen las proteinas del HIV-1, separadas mediante p31 —H

electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida, son incubadas con los sueros a ensayar.
Las tiras fueron incubadas con los siguientes sueros: 1, suero policlonal frente al virus HIV-1 (control p24 —= - .
positivo); 2, se omite la incubacién con suero (control negativo); A, B y C, sueros de pacientes

diagnosticados inicialmente como seropositivos por ELISA.

8.1.3 Ensayo de deteccion de antigeno

Basado en la deteccion mediante un ELISA de captura de antigeno, de la presencia del antigeno gag del HIV-1 (p24). Este
sistema de deteccion puede ser (til en el diagnéstico de la infeccién primaria de HIV-1, ya que en la fase aguda existen altos
niveles de antigeno viral (p24) en el suero de pacientes infectados durante el intervalo previo a la seroconversion. También
puede ser Util en el diagndstico temprano de neonatos infectados con HIV-1.

Cuando se produce la seroconversion, hay anticuerpos anti p24 que se unen a p24 acomplejandolo, e impiden la
interaccion con el anticuerpo de captura, pudiendo enmascarar el antigeno y haciéndolo indetectable en la mayoria de los
individuos infectados. Algunos estudios indican que la infeccion HIV es detectada por tests de antigeno p24
aproximadamente 6 dias antes que con tests de anticuerpos.

8.2. Cultivo de HIV-1.

El 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 infeccion, pero el cultivo del virus
es rara vez necesario para establecer el diagndstico.

Por otro lado, este sistema no es demasiado sensible; solo se consiguen sensibilidades del 95% cuando los contajes de
linfocitos CD4* son menores de 500/mm®. Pero la sensibilidad baja mucho en pacientes con mayores cuentas de células T
CD4".

La deplecién de células CD8", que puede inhibir la replicacién 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 esta principalmente en que permite la subsiguiente investigacion de las caracteristicas
genotipicas y fenotipicas del virus tales como la resistencia a drogas.

8. 3. Ensayos para secuencias de nucleétidos de HIV

Una evidencia de la infeccion de HIV-1 también puede obtenerse mediante la demostracion 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 estan basados en PCR, para amplificar secuencias conservadas
en los genes gag o pol. Se detectan asi fragmentos del virus integrado en el genoma.

Los ensayos para la deteccion y cuantificacion del RNA HIV-1 estan basados en la amplificacion 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. €j.,
decoracion seriada del RNA diana con sondas de oligonucleétidos ramificados).
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A pesar de la sensibilidad de las técnicas basadas en PCR, su empleo es sélo realizado por laboratorios especializados,
debido a la posibilidad de aparicion de resultados falso-positivos debidos a problemas de contaminaciones.

8. 4 Diagnostico de HIV-1 en neonatos y nifios

Los test serologicos no son aplicables en neonatos puesto que los anticuerpos IgG atraviesan la placenta. El bebé siempre va
a tener anticuerpos IgG, pero eso no implica que el nifio esté enfermo.

Todos los nifios nacidos de madres infectadas con HIV-1 son inicialmente seropositivos para HIV-1, pero s6lo del 15% al
25% de estos nifios estan infectados con HIV-1.

Los anticuerpos transmitidos de la madre (IgG) se mantienen en titulos altos durante 12-18 meses.

La persistencia de anticuerpos HIV-1 més alla de 18 meses es tomada como valor diagnostico de la infeccion del nifio. Sin
embargo, es mucho tiempo para esperar a ver si decaen.

Por otro lado tampoco se puede dar un tratamiento generalizado a todos los nifios, dados los efectos secundarios que tienen
los tratamientos. Por tanto, es muy importante obtener el diagnostico lo mas temprano posible y de esta forma el paciente
podré beneficiarse de los tratamientos antiretrovirales y profilacticos.

Al contrario que con los anticuerpos 1gG, 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 estd 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 en el diagnéstico de la infeccion HIV-1
en neonatos. Con estos métodos el diagndstico del nifio puede realizarse en el primer mes de vida, lo que facilitara las
decisiones terapéuticas apropiadas.

9. Tratamiento

Las manifestaciones clinicas de la enfermedad suelen ser ocasionadas por ataques de patégenos oportunistas que se
aprovechan de la destruccion progresiva del sistema inmune por el HIV. El tratamiento dependera por tanto de cuéles sean esas
infecciones oportunistas. Es respecto al tratamiento sobre la accién del propio HIV lo que se tratara en este apartado.

Con el tratamiento antirretroviral se busca prevenir, retrasar e incluso eliminar la destruccion inmunolégica en el paciente,
impidiendo la replicacion del virus en las células.

Pero cualquier farmaco puede provocar resistencia en sus dianas, y los antirretrovirales no son una excepcion.

9.1 Factores que condicionan la aparicion de mutantes

9.1.1 La frecuencia de mutacién viral Mecanismo de recombinacién en el genoma de VIH-1

En el HIV esta frecuencia es elevada, de 3-10° nucleétidos por
ciclo de replicacion, lo que dado el tamafio del genoma del virus il RIS
(10kb) supone que de cada diez virus generados, tres serdn mutantes.

. . . .. PR® RTR
Ademas, los mecanismos de recombinacion pueden aumentar la  mnas2 ——
diversidad. Si hay una co-infeccion de dos virus con diferencias en el
genoma, la retrotranscriptasa puede cambiar de molde (saltar del Transcripcién reversa completa
genoma de uno al del otro); (Figura 20), dando un virus .
recombinante. Algunos de estos genomas recombinantes se han ORA 7. B

estabilizado en la poblacion humana y se clasifican como formas

recombinantes circulantes (CRFs, “circulating recombinant Figura 20.

forms”). Por otro lado, dentro de un hospedador, la recombinacion Mecanismo de salto de la retrotranscriptasa, causa de
puede ser una fuerza importante para la diseminacion de resistencia variabilidad génica en coinfeccion con virus VIH de
a drogas. genoma diferente.

El hecho de que los genomas del virus se encapsiden por parejas (causando la proximidad espacial entre ambos) ademas
de que para la sintesis del DNA viral se deben producir dos cambios de molde, facilita este salto entre cadenas. La
generacion de un DNA retroviral no es tan sencillo como la copia del RNA sentido en un DNA antisentido, seguido de la
sintesis de la cadena complementaria.

En resumen, la recombinacion se puede dar al saltar la retrotranscriptasa entre genomas del virus permitiendo la aparicion
rapida de resistentes a mas de un farmaco al combinarse los genomas de resistentes a medicamentos diferentes, que serian
dificiles de obtener simplemente por acumulacién de mutaciones. Por ejemplo, un gRNA parental que contiene un alelo PR
(proteasa) con mutaciones que le confiere resistencia a inhibidores de proteasas, recombina con un segundo genoma que
expresa una RT con resistencia a zidovudine (AZT).

La frecuencia de recombinacion es alta, hay unos 2-3 procesos de recombinacion por ciclo de replicacion, y se detecta si
hay co-infeccion de dos viriones genéticamente diferentes, pero no cuando una célula es coinfectada con dos virus
genéticamente iguales. Para que se genere un virién con 2 gRNAs diferentes se debe cumplir (i) el establecimiento de 2
provirus genéticamente diferentes en una misma célula; (ii) la asociacion de dos diferentes gRNAs en una misma cépsida.
Hay mecanismos para prevenir esto, pues los propios virus codifican proteinas como Nef, que al disminuir CD4 vy los
correceptores dificultan que otra particula viral interaccione con esa célula. Esto explica el hecho de que en la mayoria de las



infecciones retrovirales se observa un efecto de proteccion de una célula infectada de la subsiguiente reinfeccion por un virus
similar.

9.1.2 La velocidad de replicacion del virus

Este factor tiene grandes consecuencias sobre la probabilidad de aparicién de mutantes resistentes. Muchas infecciones
viricas se caracterizan por niveles altos de replicacion de virus. Esto es especialmente cierto en las infecciones cronicas con
HIV, HBV y HCV. La probabilidad de aparicion de resistencia a AZT aumenta en pacientes infectados con HIV de acuerdo
a como disminuye los contajes de células T CD4", que se asocian con niveles aumentados de replicacion de HIV. Con unos
10 a 10" nuevos viriones generados diariamente durante la infeccion HIV, una tasa de mutacion de aproximadamente 3-10°
por nucleétido garantiza la pre-existencia de casi cualquier mutacion en cualquier punto. De hecho, los mutantes resistentes a
drogas han sido identificados en aislados obtenidos de pacientes no expuestos previamente a drogas. La presion selectiva del
tratamiento de drogas permite el sobrecrecimiento de estos mutantes pre-existentes

9.1.3 La mutabilidad intrinseca del sitio diana de la droga antiviral
La importancia de este factor depende del sitio en si y de la importancia de ese sitio para la funcion de la proteina a la que
se une. De esto dependera la aparicién mas o menos rapida de variantes viricas resistentes a la droga.

9.1.4 La presion selectiva de la droga antiviral

Respecto a este factor, una droga es un compuesto que confiere presion selectiva suficiente sobre la replicacion del virus
para seleccionar los mutantes resistentes a la droga, pues los no mutantes (0 mutantes no resistentes) seran afectados por el
farmaco y moriran. Altas dosis del medicamento (por ejemplo AZT) tienden a seleccionar virus resistentes a la droga mas
eficientemente que bajas dosis. Aumentando la presion selectiva para los mutantes resistentes aumenta la probabilidad de
que tales mutantes alcancen niveles significativos de persistencia de replicacion viral. Cuando la actividad de una droga
antiviral aumenta, la cantidad de replicacién del virus disminuye hasta el punto donde la probabilidad de emergencia de
resistencia comienza a disminuir. Esta probabilidad se hace nula cuando la replicacion del virus es inhibida completamente.
Asi, la meta Ultima de la quimioterapia es la infeccién viral es la identificacion de regimenes de drogas que inhiban
completamente la replicacion del virus

9.2 Farmacos antirretrovirales
La mayoria de las drogas antirretrovirales, al menos en un principio, tenian como diana la retrotranscriptasa del virus. Otros
medicamentos posteriores buscan afectar a otras fases del ciclo vital del HIV. Los tratamientos pueden clasificarse en:

9.2.1 Inhibidores nucleosidicos de la RT

El zidovudine (ZDV, AZT o retrovir) fue la primera droga que mostré un efecto beneficioso para el tratamiento de la
infeccion de HIV. El zidovudine es analogo de pirimidina con un grupo azido substituyendo el grupo 3'-hidroxilo sobre el
anillo de ribosa. Este compuesto fue inicialmente desarrollado como un agente quimioterapéutico con potencialidad
antitumoral, su actividad anti-retroviral fue primero demostrada frente al virus de la leucemia de Friend en los afios 70 y en
1985 mostré una prometedora actividad in vitro frente a HIV-1. Dada su estructura, su mecanismo de accién se basa en la
incorporacion por parte de la RT a la cadena en elongacion con la consiguiente terminacién prematura debido a la
imposibilidad del analogo de formar el enlace fosfodiéster. Compuestos similares son la didanosina o la estavudina (Figura
21).

Nucleésidos inhibidores de la RT
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9.2.2 Inhibidores no nucleosidicos de la RT
Este grupo de inhibidores es una clase quimicamente diversa
de compuestos que se unen a un bolsillo estructural de la RT de
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Ejemplos estructurales de inhibidores tanto nucleosidicos
como no nucleosidicos de la retrotranscriptasa.

Nevirapina Delavirdina Loviride

Inhibidores de proteasas

9.2.3 Inhibidores de proteasas
Estos compuestos son una clase variada de compuestos que
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La replicacion del retrovirus requiere la rotura proteolitica - -

Saquinavir Indinavir

mediada por el virus de polipéptidos precursores gag y gag-pol.
La enzima viral responsable de esta funcion esencial de HIV-1 es
una aspartil-proteasa. Las proteasas virales tienen actividades
altamente especificas, y, aunque tienen caracteristicas
relacionadas con las enzimas del hospedador como la renina, la
colagenasa y la elastasa, su funcién no puede ser rescatada por
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Figura 22. Estructura de distintos inhibidores de proteasas.

Virus de la leucemia de
Friend. Cepa de retrovirus
murina causante de leucemia.
Fue descubierta por Charlotte
Friend en 1958, y es
especialmente utilizada como
modelo para analizar la
resistencia a retrovirus en
ratones.

17



18

las enzimas celulares. Por estas razones, la proteasa HIV es una diana antiviral atractiva. Algunos ejemplos son el
saquinavir, el indinavir, el ritonavir, el VX-478 y el nelfinavir. (Figura 22)

Una diana actualmente en exploracion podria ser impedir la entrada del virus en la célula. Existen ligandos naturales para el
receptor CCR5 que bloguean la infeccion por HIV, tales como MIP-1a (CCL3), MIP-1B (CCL4) y RANTES (CCL5). En un
principio se plante6 en la utilizacion directa de estas quimioquinas, pero pronto se vio que producen efectos secundarios no
deseados.

Otra estrategia seguida ha sido la de inhibir las interacciones gp120-correceptor mediante el empleo de un grupo de
compuestos que se unen a un bolsillo hidrofébico de las hélices transmembrana de CCR5 (Figura 23). Esta interaccion
conduce a un cambio estructural en los lazos extracelulares implicados en la interaccién con HIV. Dentro de esta categoria esta
el Maraviroc, que fue aprobado en 2007 para el tratamiento de pacientes infectados con cepas de HIV resistentes a maltiples
agentes antirretrovirales. Este compuesto, es efectivo solo frente a cepas HIV R5-tropicas (es decir, aquellas que emplean
CCR5 como correceptor).

Maraviroc
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Figura 23. Inhibidores que afectan a la unién al correceptor y fusién de membranas del virus y la célula

Enfuvirtide
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Farmacos que tienen como blanco la interaccion entre gp120 y el otro correceptor de HIV, CXCR4, se han desarrollado e
investigado. Sin embargo, CXCR4, contrario a CCR5, es esencial para multiples procesos fisiologicos, causando letalidad
embrionaria su delecion en ratones. En humanos, ciertas mutaciones en heterocigosis de este receptor estan asociadas a algunos
sindromes de inmunodeficiencia, por lo que no parece probable que este camino dé los frutos deseados.

También se viene investigando en la blsqueda de agentes farmacoldgicos capaces de bloquear la fusiéon de membranas
mediada por gp4l. Asi, se encontré que péptidos sintéticos correspondientes a los dominios HR1 y HR2 de gp4l ejercian
potentes efectos antivirales. El mecanismo de accion parece ejercerse a nivel de bloquear la reorganizacién de la gp41, proceso
necesario para desencadenar la fusion; la unién competitiva de los péptidos a los dominios HR1 y HR2 seria responsable de
dicho bloqueo

El inhibidor de la fusion enfuvirtide fue aprobado por la FDA de Estados Unidos para el tratamiento de pacientes en 2003.
Enfuvirtide es un péptido sintético lineal de 36 aminoécidos con una secuencia idéntica a la region HR2 de gp41. Sin embargo,
dado que las sustancias peptidicas no pueden ser administradas por via oral (dada su labilidad) y deben ser inyectadas, existe
una gran actividad de basqueda de otro tipo de moléculas que tengan la capacidad de bloquear la fusion.

9.3 Terapia HAART

La introduccién en 1997 de un tratamiento consistente en la co-administracién de tres drogas diferentes (terapia combinada
triple), dos inhibidores de la RT (uno nucleosidico y otro no nucleosidico) y un inhibidor de proteasas, supuso un avance
definitivo en la lucha contra la infeccidn del HIV que pasé de ser una infeccion de mal pronéstico a una infeccion crénica
controlable. Una de las razones del éxito de esta estrategia de tratamiento se encuentra en el hecho de que es muy poco
probable la existencia de mutantes resistentes simultaneamente a las tres drogas al principio del tratamiento. Estas poderosas
combinaciones anti-HIV son conocidas como el tratamiento anti-retroviral sumamente activo (TARSA o HAART, “Highly
Active Antiretroviral Therapy”). La combinacién de medicamentos puede modificarse en funcion de la aparicién de efectos
secundarios o resistencias.

La administracion de esta terapia disminuye los niveles de HIV-1 por debajo del limite de deteccion de los métodos clinicos
de diagnéstico (50 copias de RNA de HIV-1 RNA por mililitro de plasma). Este tratamiento lleva a un incremento de linfocitos
T CD4", el restablecimiento parcial de la funcion inmunitaria y una disminucion en las infecciones oportunistas y las muertes
por SIDA. Esto ha provocado que la infeccion por HIV-1 haya pasado de ser una enfermedad de consecuencias mortales a una
enfermedad crénica. Sin embargo, se ha comprobado que esta terapia no implica una cura, pues se ha demostrado que aun a
bajos niveles se detectan células infectadas en pacientes tras afios de tratamiento, debido a la persistencia del virus de forma no
muy bien caracterizada. Ademas, si se detiene el tratamiento, en poco tiempo (3-4 semanas) se observa un claro aumento en la
carga viral de las personas infectadas (Figura 25).

Sin embargo, la gran mayoria (>95%) de las personas infectadas con HIV no tienen actualmente acceso a las drogas
antirretrovirales.

10. Latencia

Aunque el virus HIV-1 se est4 multiplicando de forma continua durante la infeccion, puede establecer un estado de latencia a
nivel celular. De hecho, se han detectado in vivo HIV-1 latentes en células T CD4" no activadas. Estas infecciones latentes en
células T CD4" de memoria son debidas al tropismo que tiene el virus HIV-1 por células T CD4" activadas, que cuando
vuelven al estado de reposo, se convierten en células T de memoria. EI HIV-1 se encuentra en forma de provirus cuando
establece latencia, integrado en el genoma aunque transcripcionalmente silencioso. De esta manera, ni la respuesta inmunitaria
ni los farmacos antirretrovirales pueden afectar al virus.

Las células T CD4" que contienen el virus latente son un reservorio de virus y constituyen un impedimento para el
tratamiento de la infeccion. Se estima que en un individuo infectado, después de haber pasado por un tratamiento eficaz (donde
los niveles de viremia son indetectables), ain puede tener hasta 107 células infectadas de forma latente (principalmente
linfocitos T CD4* de memoria).

Cuando una célula T CD4" interacciona con su antigeno, experimenta una transformacion y entra en ciclo celular para
empezar a dividirse rapidamente, dando lugar a células efectoras activadas. Algunas de estas células revierten al estado GO
quiescente (células de memoria), preparadas para responder al antigeno rapidamente en un futuro (Figura 24).



Figura 24. a| Curso normal de una respuesta de células T CD4*. Cuando
una célula T (azul) se encuentra con un antigeno presentado por una
célula APC, sufre una transformacion y prolifera, generando un clon de
células efectoras activadas (rojo). Cuando el antigeno se elimina, muchas
de esas células efectoras mueren. Sin embargo, algunas sobreviven y
vuelven al estado de reposo, generando células T de memoria de larga
duracion.

b| Respuesta de células T CD4" en un paciente con una infeccion por
HIV-1 no tratada. El virus se replica preferentemente en células T
CD4" activadas. Los linfoblastos activados mueren rapidamente, pero en
algunas ocasiones puede sobrevivir suficiente tiempo como para revertir
al estado de reposo (o0 de memoria), que no permite la replicacion viral. El
resultado es un provirus integrado de manera estable pero
transcripcionalmente silenciado en una célula con una vida media larga.

El virus HIV-1 se replica preferentemente en células T CD4" activadas, que solo sobreviven unos pocos dias tras la
infeccion. Sin embargo, algunas de estas células pueden volver al estado GO quiescente. Como consecuencia de este cambio, la
expresion génica del virus queda bloqueada. Una de las causas es que la transcripcion a partir de las LTR del virus es inducida
por factores transcripcionales de la célula (como NF-kB o NFAT), que son excluidos del nucleo en las células quiescentes. El
resultado es un provirus integrado de forma estable pero transcripcionalmente silencioso en una célula T de memoria (que va a
sobrevivir largos periodos de tiempo en el organismo). Si la célula se activa de nuevo (por interaccion con su antigeno o por
citoquinas), comenzara a producir virus. Por tanto, la latencia del HIV-1 se basa en una caracteristica del sistema inmune: la
memoria inmunolégica, que reside en los linfocitos de memoria (células quiescentes).

Otros tipos celulares donde el virus podria establecer latencia serian los macréfagos (en forma de DNA no integrado) o en
las células dendriticas foliculares, presentes en los tejidos linfoides y especializadas en atrapar y retener antigenos sobre su
superficie (en forma de inmunocomplejos). Estudios recientes han puesto de manifiesto que el HIV-1 también podria
establecer latencia en células progenitoras hematopoyéticas.

10.1. Implicaciones de la latencia viral en el tratamiento antirretroviral

Los tratamientos actuales son efectivos, pero deben mantenerse de por vida. Si se cesa el tratamiento, se observa una
expansion o rebrote del virus. A pesar del tratamiento prolongado, los pacientes mantienen viremias entre 1 a 50 copias por
mililitro de sangre (Figura 25).
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A parte de ser tratamientos caros, también existen efectos secundarios debido a su uso prolongado. Algunos pacientes llevan
ya 20 afios con el tratamiento y se estima que hay 3 millones de personas en tratamiento en el mundo occidental. Aunque la
toxicidad del tratamiento HAART es baja, si que hay una mayor incidencia de enfermedades cardiacas, diabetes, enfermedades
hepéticas o céancer. Por estas razones, actualmente existe una intensa investigacion en la busqueda de mecanismos de
activacion de los virus latentes para llevar a cabo una curacion total de las personas infectadas.

En 2009 apareci6 el caso de un posible paciente curado de HIV-1. Este paciente fue tratado de una leucemia mediante
destruccion de su tejido mieloide y la reconstitucion con células madre hematopoyéticas procedentes de un donante
homocigoto para la mutacion CCR5A32 (y por tanto resistente al HIV-1). Al paciente, conocido como el “paciente de Berlin”,
se le dejé de administrar el tratamiento TARSA el dia anterior de someterse al trasplante (en 2007) y no ha mostrado signos
desde entonces de replicacion viral. Pero una terapia tan drastica como ésta no se contempla como una estrategia de
tratamiento habitual contra la infeccién, y se estan buscando otras vias para desarrollar una cura total.

Una estrategia que se estd ensayando actualmente es la utilizacion de nucleasas especificas de sitio para producir células
resistentes a la infeccion por HIV-1. Las proteinas ZFNs son proteinas obtenidas por ingenieria molecular y contienen dos
dominios: un dominio de dedo de zinc (que reconoce especificamente una secuencia) y un dominio endonucleasa. Cuando la
proteina se une al sitio de reconocimiento en el DNA, la endonucleasa produce una rotura en las dos cadenas que sera reparada
por mecanismos celulares de reparacion (mecanismo de union de extremos no homdlogos). Se han disefiado ZFNs especificas
para impedir la expresién de CCR5 y CXCR4, lo cual se consigue mediante el uso de vectores adenovirales o retrovirales, que
introducen las ZFNs en las células. La alteracion del gen CCR5 en células T CD4" en células hematopoyéticas conduce a
menores cargas virales en ratones ‘humanizados’.

Con esta estrategia, se esta llevando a cabo un ensayo clinico en personas infectadas. Las células T CD4" de los pacientes se
recogen mediante aféresis y se introduce en ellas una ZFN especifica de CCR5 mediante adenovirus. Las células modificadas

Aféresis. Método de
recoleccién y separacién de
los componentes de la sangre.
El paciente o donante es
conectado a la maquina de
aféresis yla sangre es
separada por centrifugacion en
sus distintos componentes
segin  su  densidad. El
componente elegido por el
médico es recogido
progresivamente por el
computador del separador en
una bolsa especial y las células
restantes se devuelven al
donante o paciente sin dafio
alguno.
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Figura 26.

El

genéticamente son introducidas de nuevo en los pacientes. Sin embargo, la limitacion de esta estrategia es que la ZFN no
puede eliminar directamente a las células infectadas de forma latente (que ya tienen el virus integrado).

Actualmente se tiene un gran conocimiento sobre los factores implicados en el silenciamiento y la activacion de la expresion
génica del provirus HIV-1 (Figura 26). En los linfocitos T CD4" en reposo, los nucleosomas adyacentes al promotor del HIV
llevan marcadores de heterocromatina silenciosa: trimetilacion de la lisina 9 de la histona H3 (H3K9me3), la proteina HP1 y
bajos niveles de acetilacion de histonas. Cuando se produce la activacion de los linfocitos T, hay una serie de eventos para
revertir el proceso de silenciamiento: degradacion de IkB y activacion de NFAT.
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nucleosomas. Las flechas grises  representan
movimientos de proteinas y las flechas de colores unen
enzimas con sus dianas. Las flechas, mas grandes y de
todos los colores, representan posibles intervenciones
farmacolégicas que conllevan la  activacion
transcripcional del HIV.

(A) En células en reposo, proteinas HDACs y HMTs
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HAT: Histone acetyltranferase.
Enzima clave en la regulacion
de la expresion génica. Su
funcién es la transferencia de
un grupo acetilo a residuos
conservados de lisina en las
histonas (u otras proteinas,
como factores de
transcripcion). La acetilacion
de histonas estd relacionada
con activacion transcripcional
y eucromatina. Es decir, que
aumenta la expresion de ciertos
genes.

HDAC: Histone
deacetyltranferase. Realiza la
funcién contraria, eliminando
grupos acetilo de histonas o
factores de transcripcion. La
deacetilacion  de  histonas
conlleva a un estado mas
compacto de la cromatina, lo
que implica silenciamiento
transcripcional.

Prostatin: Se trata del principio
activo del té del arbol de
mamala, una planta medicinal
empleasa en medicina
tradicional. ~ Lleva  siendo
investigado desde hace 25 afios
por sus posibles aplicaciones
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son reclutadas al promotor del HIV.
Desacetilacion y metilacion de histonas en los
nucleosomas inducen un estado de
heterocromatina. La metilacion de dos islas CpG L
por DNA metiltransferasas (DNMTs) también
puede reprimir la transcripcion. Los factores de
transcripcion inactivos se encuentran retenidos en
el citoplasma.

En células T activadas, los factores de
transcripcion y las proteinas HATs se reclutan
para unirse al promotor viral. La acetilacion de
histonas y la fosforilacion de RNA pol Il ayudan a
la remodelacion de la cromatina hacia una
conformacién mas accesible que aumenta la
transcripcion. La expresion de HIV se ve
estimulada por la unién de NFAT y otros factores
de transcrincion.
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El factor IkB es el inhibidor de NFkB y su degradacion permite la migracion de NFxB (la forma activa es el heterodimero
p50-p65) al nucleo donde se une al promotor del HIV y estimula su expresion a través del reclutamiento de HATs y de la
maquinaria de remodelacion de la cromatina. NFAT es un regulador positivo de la transcripciéon de HIV y su activacion
depende de la activacion celular.

También se ha visto que algunos activadores transcripcionales se regulan por acetilaciones en residuos de lisina. Por
ejemplo, la proteina CBP (lisina acetiltransferasa p300/CBP) acetila la subunidad RelA del factor NFkB y aumenta su
actividad transcripcional. En cambio, HDAC3C (histona deacetilasa) deacetila RelA y regula negativamente su actividad. Por
tanto, la inhibicién de HDACSs conduce a una hiperacetilacion de NFkB que puede explicar la reactivacion del HIV que se
observa en presencia de estos inhibidores.

Teniendo en cuenta los mecanismos responsables del establecimiento y mantenimiento de la latencia, existen tres categorias
de agentes que se estan ensayando como terapia: activadores de linfocitos T, inhibidores de las enzimas que modifican las
histonas e inhibidores de la metilacion del DNA.

Lo primero que se probo fueron los activadores de linfocitos, como IL-2

0 anticuerpos especificos de la subunidad CD3 del receptor de linfocitos T. o Células T CD4*
Se observé una disminucion de células con el virus, pero cuando se dejé de - infectadas
(provirus latente)

administrar la terapia HAART, la carga viral se incrementaba.

En estudios in vitro y ex vivo, se ha visto que es posible aumentar la
actividad transcripcional del provirus latente por la combinacién de una
serie de sustancias como el prostratin (compuesto aislado de la corteza del
arbol mamala y que es un inductor del NFxB), el 4cido valproico (inhibidor
de HDAC:S) o inhibidores de la metilacion del DNA como el 5-aza-2’-
deoxicitidina (Figura 27).
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Figura 27.
Eliminando la infeccion latente.
Si estas aproximaciones dirigidas, individuales o en conjunto, son

Muerte celular
¢ inducida por HIV

terapéuticas contra exitosas para activar el provirus HIV latente presente en las células T b} {g
enfermedades como el CD4" diferenciadas, la duracion de estas células deberia ser mas corta. ToppgesS
Alzheimer, el SIDA o la Estos agentes (que inducen_ la transcripcion del virus) se deben usar en Células T CDa*
hepatitis combinacion con el tratamiento TARSA (= HAART) para prevenir la o minfectedas
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expansion del HIV a células T CD4" no infectadas.

11. Vacunas

Con la identificacion del virus HIV como causa del SIDA, se pens6 que pronto se tendria la vacuna, cuya bisqueda se inicié
hace unos 30 afios. A este optimismo contribuy6 el hecho de que se habia desarrollado con éxito 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 estan ensayando en distintas fases.



Las dificultades que se han ido encontrado para desarrollar la vacuna han sido la identificacion de inmundgenos capaces de
inducir una inmunidad amplia y verdadera y la variabilidad genética del virus (lo cual ha complicado el tener una vacuna
efectiva frente a todos los tipos y cepas de virus). Ademas la investigacion no cuenta con modelos animales, lo cual es una
limitacion afiadida.

En pacientes resistentes de larga duracion, las respuestas proliferativas de células CD4 frente a antigeno HIV, las respuestas
de células T CD8 citotdxicas y los niveles de anticuerpos neutralizantes son mayores que en pacientes con enfermedad
progresiva. Estas son las caracteristicas inmunologicas buscadas por las distintas estrategias vacunales ensayada.

En la tabla 2 se muestran todas las estrategias vacunales probadas frente al HIV, que se dividen en dos grandes grupos:
produccion de una fuerte respuesta humoral o aquellas que producen una fuerte respuesta celular.

Las moléculas candidatas que mas se estan probando para ser vacuna frente al HIV son aquellas que contienen alguna parte
de la proteina de la cubierta (Env), principalmente la proteina gp120. El virus emplea esta proteina para entrar en las células y
la generacion de anticuerpos contra esta proteina impediria que el HIV infectase las células.

La gp120 ha sido administrada a voluntarios humanos y es capaz de promover la produccién de anticuerpos, que son capaces
de neutralizar al HIV in vitro y bloquear su habilidad para infectar linfocitos humanos cultivados. Sin embargo, los anticuerpos
solo reconocen cepas de HIV que son muy similares a las empleadas para generar las vacunas en el laboratorio. Por otra parte,
los anticuerpos inducidos son ineficaces en la neutralizacion de las cepas HIV aisladas de pacientes.

Para mejorar la eficacia de la neutralizacién se han ensayado particulas viricas completas muertas para presentar al sistema
inmune formas mas naturales de la proteina Env. Sin embargo el proceso de inactivacion tiene que ser muy riguroso porque
cualquier material genético viral residual podria ser potencialmente peligroso.

Como estrategia alternativa, las proteinas Env se podrian presentar al sistema inmunitario formado parte de
“pseudoviriones”, estructuras artificiales parecidas a particulas viricas. Estas particulas son seguras, pero son dificiles de
producir en una forma estable.

El otro grupo de vacunas son las que estan dirigidas a generar una activacion especifica de linfocitos T citotoxicos (CTL).
Estas células reconocen pequefios péptidos extrafios presentados en la superficie de una célula infectada en contexto de MHC-
I. La vacuna deberia inducir a que determinadas células sinteticen y muestren péptidos de proteinas viricas. De esta manera se
montaria una respuesta inmunitaria frente a todas las células que muestren péptidos virales (incluyendo las invadidas por HIV).
Al matar las células infectadas, se reduciria la produccién de nuevos viriones. Ademas los linfocitos T CD8" activados
producen quimioquinas como RANTES, MIP-1a y MIP-1p, que compiten por la unién al receptor CCRS.

Se han desarrollado diversos métodos para conseguir que las células produzcan y muestren fragmentos de proteinas de HIV.
Uno de ellos esta basado en la utilizacion de vectores vivos. Se insertan los genes HIV seleccionados en un virus que no es
dafino, pero que conducira el DNA con los genes HIV al interior de las células. El vector que mas se usa es un derivado del
virus “canarypox” (relacionado con el virus de la viruela). Este virus no es patogénico, penetra en las células pero no ensambla
nuevas particulas virales. Hasta la fecha, estas vacunas son seguras, pero solo inducen una respuesta CTL moderada.

Otro método seria la administracion de péptidos antigénicos derivados de las proteinas virales. Sin embargo estos péptidos
tampoco inducen fuertes respuestas inmunitarias en humanos.

Por Gltimo, existe una nueva aproximacion que consiste en la inyeccion de DNA desnudo de genes de HIV. Este DNA
desnudo podria degradarse rapidamente, pero se ha comprobado que es capaz de entrar dentro de las células y dirigir la
produccion de proteinas virales. Se han hecho estudios en ratones y en primates con estas vacunas y se ha visto que generan
respuestas CTL que reconocen las proteinas del HIV. De hecho, la primera vacuna de DNA desnudo que se ha ensayado en
humanos ha sido la vacuna frente a HIV-1. Estos estudios (que implican centenares de personas) han puesto de manifiesto que
este tipo de vacunas estan bien toleradas en humanos y que no tienen ningln efecto secundario. Los resultados muestran
respuestas de anticuerpos bajas o inexistentes, las respuestas de células T CD4" son razonables, pero las respuestas de células T
CD8" no son lo suficientemente altas como para asegurar un control efectivo de la infeccion.

A finales del 2009, se dieron a conocer los resultados del ensayo RV144, realizado en Tailandia con 16.000 personas
heterosexuales. Este ensayo consistia en la inoculacién de un “canarypox” que contenia los genes de las proteinas Gap y Pol
del HIV subtipoB vy la proteina gp120 del subtipo E. En una segunda inoculacion, se administraba una mezcla de proteinas
gp120 de los subtipos B y E en hidroxido de aluminio. Los resultados indicaron que la vacuna habia inducido una proteccion
frente a la infeccion del 31%.

La conclusion es que quizas la mejor estrategia para obtener una vacuna eficaz es la de combinar formulaciones que
induzcan tanto respuestas celulares como humorales. Ademas, ahora que la patogénesis de la infeccién se conoce mejor, los
investigadores se han dado cuenta de que si el virus se mantiene a concentraciones bajas en sangre, una persona infectada
podria no progresar nunca a la fase SIDA. Por tanto, incluso una vacuna parcialmente efectiva podria ser valiosa al limitar la
cantidad de virus en los pacientes.
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Tabla 2.

-

Proteinas virales Fase | y Fase Il
de superficie (evaluando la
(ej: gp120). seguridad).

HIV completos

X . Sin estudiar en humanos.
inactivados.

Pseudoviriones

(virus artificiales). Carza ez .

Seguro y simple de preparar.

Deberfan presentar proteinas de la
superficie del HIV en una
conformacion relativamente natural.
Simple de preparar.

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

Los anticuerpos inducidos no reconocen
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.

Vectores virales

. Fase II.
Vivos.

DNA desnudo. Fase I.

Péptidos HIV. Fase I.

Se puede controlar la cantidad y el
tipo de proteinas virales producidas

Simple de preparar. No es caro.

Simple de preparar.

Complicado de preparar. Se induce una
respuesta moderada.

Preocupaciones en cuanto a la integracion

de los genes en las células humanas
(puede dafiar a los pacientes).

No muestran una fuerte respuesta
inmunitaria.

Combinaciones. Fase II.

Sin estudiar en humanos,
solo se ha probado en
primates.

HIV vivo
atenuado.

Deberia estimular ambas partes de la
respuesta inmune a la vez.

Vacuna que mejor imita al HIV,
puede interferir con la capacidad de
replicarse

Complicado de preparar.

Los virus podrian causar enfermedad.
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