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GLOSARIO DE ABREVIATURAS

ADCC: Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos, Antibody dependent cellular
cytotoxicity

ADCP: Fagocitosis celular dependiente de anticuerpos, Antibody dependent cellular
phagocytosis

APL: Agentes promotores de la latencia
ARL: Agentes revertidores de la latencia
bNAbs: Anticuerpos ampliamente neutralizantes, Broadly neutralizing antibodies

CAR-NK: Receptor de antigeno quimérico de células NK, Chimeric Antigen Receptor NK-
Cell

CAR-T: Receptor de antigeno quimérico de linfocitos T, Chimeric Antigen Receptor T-Cell
CD: Células dendriticas
CDC: Citotoxicidad dependiente del complemento, Complement dependent cytotoxicity

CRISPR/Cas9: Repeticiones palindrébmicas cortas, agrupadas Yy regularmente
interespaciadas asociadas a la endonucleasa Cas9, Clustered regularly interspaced short
palindromic repeats/ associated nuclease 9

CVP: Carga viral plasmatica

dCA: Didehidro-cortistatina A

ELISA: Enzimoinmunoanalisis de adsorcion, Enzyme-linked immunosorbent assay
FDA: Administracion de Alimentos y Medicamentos, Food and Drug Administration
GALT: Tejido linfoide asociado al intestino, Gut-associated lymphoid tissue

GL: Ganglios linfaticos

iDNMT: Inhibidores de la ADN metiltransferasa, DNA methyltransferase inhibitors
iIHDAC: Inhibidores de la histona deacetilasa

iHMT: Inhibidores de la histona metiltransferasa

INSTI: Inhibidores de la integrasa, Integrase strand transfer inhibitors

IP: Inhibidores de la proteasa

IPDA: Ensayo de ADN proviral intacto, Intact proviral DNA assay

ITIAN: Inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de nucledsidos

ITINAN: Inhibidores de la transcriptasa inversa no analogos de nucledsidos



LIA: Inmunoandlisis en linea, Line inmunoassay

LTCDA4": Linfocitos T CD4*

LTCDS8": Linfocitos T CD8*

LTR: Repeticiones terminales largas, Long terminal repeat

MALT: Tejido linfoide asociado a las mucosas, Mucosa-associated lymphoid tissue

MHC-I: Complejo mayor de histocompatibilidad clase |, Major histocompatibility complex
class |

ODS: Objetivos de Desarrollo Sostenible

ONUSIDA: Programa Conjunto de las Naciones Unidas sobre el VIH/SIDA
PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa, Polymerase chain reaction
PPE: Profilaxis postexposicion

PPrE: Profilaxis previa a la exposicion

RLV: Reservorios de latencia viral

RT-PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa, Reverse
transcription polymerase chain reaction

sgRNA: ARN guia anico, Single guide RNA
SIDA: Sindrome de inmunodeficiencia adquirida
TACMH: Trasplante alogénico de células madre hematopoyéticas

TALEN: Nucleasas efectoras de tipo activador de transcripcién, Transcription activator-like
nucleases

TAR: Terapia antirretroviral

TARGA: Terapia antirretroviral de gran actividad

VIH-1: VIH tipo 1

VIH-2: VIH tipo 2

VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana

VLP: Particulas similares a virus, Virus-like particles
VOA: Ensayo de proliferacion viral, Viral outgrowth assay
WB: Western blot

ZFN: Nucleasas de dedos de zinc, Zinc finger nucleases



RESUMEN

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), un retrovirus que ataca el sistema inmune,
continla siendo una grave amenaza para la salud publica mundial, causando innumerables
infecciones y muertes desde su descubrimiento en 1983. Aunque la terapia antirretroviral
(TAR) ha logrado controlar la carga viral plasmética (CVP) y mejorar significativamente la
calidad de vida de los pacientes, no consigue eliminar el virus de todas las células infectadas.
Durante la replicacion viral, la transcriptasa inversa convierte el ARN viral en ADN proviral,
permitiendo la integracion del provirus en el genoma de los LTCD4*, donde persiste
indefinidamente, conformando los reservorios de latencia viral (RLV), la principal barrera para
curar la infeccién por VIH. La modificacion epigenética y la modulacién de ciertos factores de
transcripcién y moléculas de sefializacion son algunos de los mecanismos implicados en el
establecimiento de los RLV. Estos reservorios son complejos a nivel anatémico, por los
diversos 6rganos Y tejidos implicados; a nivel celular, por la infeccién de todos los tipos de
LTCD4*, principalmente los LTCD4* memoria en reposo; y a hivel molecular, por la capacidad
del VIH de pasar de un estado latente a la transcripcion activa. Actualmente, se investigan
varias estrategias con el fin de alcanzar la curacién funcional de la infeccién, es decir,
mantener la CVP a niveles muy bajos en ausencia de TAR. Concretamente, el trasplante
alogénico de células madre hematopoyéticas (TACMH) con la delecion homocigo6tica del par
de bases 32 en el gen CCR5 (CCR5%3%2/232) consiguié la curacién de cinco personas. Sin
embargo, esta técnica no es escalable debido a la alta morbimortalidad que presenta. Otras
estrategias terapéuticas para abordar los RLV incluyen el inicio temprano de la TAR, el shock
and kill, el block and lock, métodos inmunolégicos (modificacion de la inmunidad innata celular,
bloqueo de los puntos de control inmunoldgico, vacunas terapéuticas, anticuerpos
ampliamente neutralizantes, linfocitos T modificados genéticamente con receptores de
antigenos quiméricos) y la terapia génica (CRISPR/Cas9). Ninguna de ellas ha reducido de
manera individual el tamafio de los RLV de forma significativa, lo que indica que la
combinacién de estrategias dirigidas a diferentes dianas pueda ser la opciébn mas prometedora
para alcanzar una cura. En general, es de esperar que futuros estudios nos acerquen a la
consecucion de una cura para la infeccién por VIH que pueda ayudar a millones de personas

en todo el mundo.



1.1. EPIDEMIOLOGIA

El VIH es el agente patdgeno responsable del sindrome de inmunodeficiencia adquirida
(SIDA), una epidemia que sigue representando uno de los mayores retos para la salud publica
a nivel mundial. Segun datos actualizados en 2022 por el Programa Conjunto de las Naciones
Unidas sobre el VIH/SIDA (ONUSIDA), 39 millones de personas en todo el mundo vivian con
el VIH, 1.3 millones se infectaron por primera vez y 630.000 murieron por causas relacionadas
con la infecciéon. De entre las personas infectadas, 29.8 millones tuvieron acceso a la terapia
antirretroviral (TAR), representando el 76% de todos los seropositivos (1). En Espafa, se
notificaron 2.956 nuevas infecciones en 2022, alcanzando un total de 89.829 casos

confirmados (2).

Estas cifras ponen de manifiesto la elevada propagacion del VIH entre la poblacion, que se
transmite por contacto con sangre y hemoderivados (transfusién, compartir agujas entre
drogadictos, agujas de tatuaje, personal sanitario), contacto sexual (relaciones sexuales
anales y vaginales) y transmision vertical o perinatal (transmision intrauterina, periparto o a
través de la leche materna). El prolongado periodo de infeccién asintomatica ha facilitado en
gran medida su propagacion, lo que resalta la importancia de las medidas preventivas y el
diagndstico temprano (3). La Direccion General de Salud Publica del Ministerio de Sanidad
concluye que las relaciones sexuales sin proteccion entre hombres suponen el principal
mecanismo de infeccion y que alrededor del 50% de los infectados tienen un diagnoéstico tardio

a pesar de que la prueba es gratuita y confidencial (2).

La TAR ha supuesto un gran avance en la lucha contra el VIH, evitando 20.8 millones de
muertes relacionadas con el SIDA desde el pico de 1996 hasta el afio 2022. Ademas, las
pruebas de diagnéstico no solo facilitan un inicio temprano de la TAR, sino que también
contribuyen a la prevencién de nuevos casos, reduciendo el riesgo de transmisiéon del virus
en un 93% si se inicia rapidamente. A pesar de estos grandes avances, todavia existen
problemas significativos que deben abordarse para lograr un control efectivo de la enfermedad.
Entre estos problemas se incluyen el acceso desigual a la TAR, la insuficiente financiacion, la
persistente estigmatizacion y discriminacion hacia las personas infectadas, y la falta de
prevencion para personas marginadas y clave como, por ejemplo, hombres homosexuales y
personas que consumen drogas inyectables. El acceso a la TAR se ha ampliado masivamente
en el Africa subsahariana, Asia y el Pacifico, que en conjunto albergan al 82% de las personas
que viven con VIH en el mundo. Africa subsahariana es la regién mas afectada y, por tanto,
en la que mas esfuerzo se esta invirtiendo mediante la implementacién de programas de

prevencion especificos. Sin embargo, desde 2010, se ha observado un alarmante aumento



de casos en Europa oriental y Asia central (49%), asi como en Medio Oriente y Africa del
Norte (61%) (4,5).

En respuesta a los desafios planteados por el virus, ONUSIDA ha propuesto el objetivo 95-
95-95 para acabar con esta epidemia, que consiste en diagnosticar el 95% de los seropositivos,
administrar al 95% de infectados la TAR y obtener supresion viral en el 95% de los tratados
(4). Su hoja de ruta es conseguirlo y poder acabar con la epidemia para el afio 2030, conforme
al Objetivo de Desarrollo Sostenible (ODS), meta 3.3 de la Agenda 2030. Este objetivo insta
a todos los paises a poner fin a las epidemias de SIDA, tuberculosis, malaria y enfermedades
tropicales desatendidas, al tempo que se combate la hepatitis, las enfermedades transmitidas
por el agua y otras enfermedades transmisibles (6). Otros ODS relacionados con el SIDA
incluidos en la Agenda 2030 son poner fin a la pobreza y al hambre, garantizar una educacion
de calidad y la igualdad de género, y promover una vida saludable y el crecimiento econémico
(7). Espafa se compromete con todos ellos, poniendo especial énfasis en la eliminacion del

estigma y la discriminacion hacia las personas infectadas (8).

1.2. TAXONOMIA, ESTRUCTURA, GENOMA Y REPLICACION VIRAL

El VIH, perteneciente al género Lentivirus y clasificado dentro de la subfamilia
Orthoretrovirinae de los Retroviridae, comparte con otros retrovirus una caracteristica
distintiva, la presencia de una enzima Unica denominada transcriptasa inversa. Esta enzima
desempenfa un papel fundamental durante la replicacién viral, catalizando la conversion del
ARN viral en ADN complementario. Gracias a este proceso, el VIH adquiere la capacidad de
integrar su genoma en el de las células hospedadoras, contribuyendo a la cronicidad de la

infeccion (9).

Se han descrito dos tipos de VIH, el VIH tipo 1 (VIH-1) y el VIH tipo 2 (VIH-2). El VIH-1,
derivado de los chimpancés, se caracteriza por una mayor transmision, infectividad, virulencia,
mortalidad, capacidad replicativa, diversidad genética y prevalencia en comparacién con el
VIH-2. Por su parte, el VIH-2 se relaciona con el mangabey gris y se limita casi exclusivamente
a Africa occidental (10). La diversidad genética del VIH-1, impulsada por las mutaciones
originadas por la transcriptasa inversa y los multiples episodios de transmision zoonotica, ha
llevado a la distincién de cuatro grupos principales, el M, N, O y P, siendo el grupo M el que

mayor tasa de mutacion presenta y, por tanto, el mas extendido (11).

El virion del VIH-1 (Figura 1) tiene una estructura esférica de aproximadamente 120 nm de
diametro. Es un virus ARN envuelto que contiene en su bicapa lipidica de 7 a 35 espiculas
con estructura trimérica (gpl20 y gp4l), ademas de numerosas proteinas de la célula

hospedadora. Debajo de la envoltura se encuentra la matriz (p17), dentro de la cual se localiza
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una cépside icosaédrica compleja, formada por 1.000-1.500 hexameros (p24). El nucleoide
incluye dos copias idénticas del ARN monocatenario de polaridad positiva, estabilizadas por
nucleoproteinas (p7), ademas de las enzimas que participan en la replicacion viral (12).

SU (surface, gp120)
TM (transmembrane, gp41)

membrane x
o00e
L Pol | & ™ % T

PR (protease, p12) ——Q. MA (matrix, p17)
RT (reverse transcriptase, —V" CA (capsid, p24)
p66, p51) NC (nucleocapsid, p7)

IN (integrase, p32) 2 § BP (budding protein, p6)
i; :i gRNA

Figura 1. Virion maduro del VIH-1. Los genes env, gag Yy pol tienen funcién estructural (12).

Su genoma (Figura 2) contiene unos 9.700 nucleétidos y esta flanqueado por repeticiones
terminales largas (LTR). Se distinguen 9 genes codificadores de proteinas con marcos de
lectura superpuestos. Tres de ellos son genes estructurales comunes al resto de retrovirus, el
gen gag (codifica proteinas de la capside, nucleocépside y matriz), el gen pol (enzimas
necesarias para la replicacion) y el gen env (glicoproteinas externas infectivas). Ademas, el
VIH-1 contiene otros 6 genes que codifican 3 proteinas reguladoras de la replicacién viral (tat,

rev y nef) y 3 proteinas accesorias que actian como factores de virulencia (vpr, vif y vpu) (10).

rev
tat
5'-LTR gag vif env 3-LTR
| JIma] ca Inc ) 1
[PR] RT [
pol vpr vpu nef

Figura 2. Estructura tipica del genoma del VIH-1. Secuencia nucleotidica 5’-gag-pol-env-3’ flanqueada
por LTR en ambos extremos. En rosa, amarillo y verde lima se representan los genes reguladores y
accesorios. Gag, pol y env son los genes estructurales. Gag: matriz (MA, pl17), capside (CA, p24),
nucleocépside (NC, p7). Pol: proteasa (PR, p12), transcriptasa inversa (RT, p66/p51), integrasa (IN,
p32). Env: glicoproteina de superficie (SU, gp120), glicoproteina transmembrana (TM, gp41) (11).

El VIH infecta exclusivamente células del sistema inmune que expresan receptores CD4 en
su superficie, los cuales son especialmente abundantes en los linfocitos T CD4* (LTCD4").
La replicacion viral (Figura 3) comienza por la union de la espicula (gp120) de un virion
maduro al receptor CD4 y al correceptor CCR5 0 CXCR4, también presentes en la superficie
celular de la célula hospedadora. Esta doble interaccion permite la fusién de las membranas
viral y celular mediante gp41, y la liberacion intacta de la capside en el citoplasma para

alcanzar el nucleo a través de los poros nucleares, donde se produce la desenvoltura parcial.
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A continuacién, en el interior de la capside tiene lugar la transcripcidon inversa o
retrotranscripcién del ARN viral utilizando la transcriptasa inversa. La integrasa y otros
cofactores celulares integran la doble hebra de ADN formada (provirus) en el genoma de la
célula hospedadora. Una vez integrado, la maquinaria celular transcribe los genes virales que
formaran las proteinas estructurales y funcionales. Primero se expresan los genes tat, rev y
nef. La proteina Tat aumenta el nivel transcripcional del provirus, Rev recluta proteinas que
exportan al ARNm fuera del nucleo y, finalmente, Nef disminuye la expresion de las proteinas
de la célula hospedadora, como los receptores CD4 y las moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad de clase | (MHC-I), elevando la infectividad del virus. Posteriormente, se
lleva a cabo la sintesis de las proteinas Env, Gag, el dimero Gag-Pol y las proteinas
accesorias. Durante el ensamblaje, el ARN viral y las proteinas estructurales forman los
viriones inmaduros que se fusionan con la membrana para ser liberados por gemacion.
Finalmente, la maduracion ocurre con la escision del dimero Gag-Pol, mediada por la

proteasa viral, dando lugar a una nueva cohorte de viriones infectivos (11,12).

HIV-1
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Figura 3. Replicacion viral del VIH-1. 1) Unién al receptor y correceptor. 2) Fusiéon. 3) Entrada en el
nacleo. 4) Transcripcion reversa o retrotranscripcion. 5) Integracién. 6) Transcripcion. 7) Salida del
ndcleo. 8) Traduccion. 9) Ensamblaje. 10) Gemacion. 11) Liberacién. 12) Maduracion (12).

La integracién del provirus en el ADN celular es un paso esencial en la replicacion viral
gue permite al VIH permanecer latente en las células infectadas. Este estado de latencia es
promovido por el silenciamiento transcripcional, donde modificaciones epigenéticas y la
modulacion de ciertos factores de transcripcion y moléculas de sefializacion impiden la

transcripcion activa del virus. Como consecuencia, no se producen nuevos viriones, lo que



permite al virus evitar la muerte celular, resistir los efectos de la TAR y formar reservorios de

latencia viral (RLV), los cuales constituyen el principal desafio para curar la infeccion, ya que

pueden reactivarse, reanudando la replicacion viral y la progresion de la enfermedad (13).

1.3. PATOGENIA Y DIAGNOSTICO

En la infeccion por el VIH se distinguen las siguientes etapas (Figura 4):

O

Fase precoz o aguda (primoinfeccidn): el virus infecta todas las células del tejido
linfoide asociado a las mucosas (MALT) que expresan el receptor CD4 y el correceptor
CCRS5, principalmente los LTCD4* y las células mieloides (monocitos, macrofagos,
células dendriticas, microglia). Posteriormente, se disemina por los ganglios linfaticos
(GL), produciéndose un aumento sustancial de la carga viral plasmatica (CVP) y una
reduccion de los LTCD4*. Durante las primeras semanas, el paciente puede
permanecer asintomatico o bien presentar un sindrome mononucleosico inespecifico
con sintomas como fiebre, sudoracién, astenia, mialgias, cefalea y trastornos
gastrointestinales. Los linfocitos T CD8* (LTCD8") citotdxicos controlan parcialmente la
replicacioén viral, eliminando una gran cantidad de células infectadas en respuesta a los
LTCD4" activados. Al final de la fase, se inicia la seroconversion por la produccion de
anticuerpos especificos.

Fase intermedia, crénica o de latencia: el virus entra en un estado de latencia al
integrarse en el ADN de los LTCD4". La CVP desciende por el silenciamiento
transcripcional del provirus y por la respuesta inmune especifica. A medida que la
enfermedad avanza, se produce la pérdida progresiva de LTCD4" y el sistema inmune
se debilita, causando alteraciones estructurales y funcionales en los GL durante 5-10
afos.

Fase final (SIDA): los GL se destruyen y las células dendriticas (CD) ya no pueden
contener al virus, que pasa a sangre en grandes cantidades. El sistema inmune es
incapaz de controlar la infeccién debido a la continua destruccion de los LTCD4*, que
limita la accién citotéxica de los LTCD8*. Como consecuencia de todo ello, se produce
una inmunosupresion severa, que cursa con infecciones oportunistas,
linfadenopatias, complicaciones neurologicas (demencia del SIDA), neoplasias
(sarcoma de Kaposi, linfoma de Hodgkin) y otros sintomas y sindromes. Se considera
SIDA cuando los niveles plasméticos de LTCD4* son inferiores a 200 unidades por pl
(3,14,15).
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Figura 4. Etapas de la infeccion producida por VIH. Estadio 1: fase aguda. Estadio 2: fase cronica.
Estadio 3: fase final (SIDA). En amarillo se representa la CVP, en azul oscuro los niveles plasmaticos
de LTCDA4*y en azul claro los anticuerpos anti-VIH-1. Durante la fase aguda predominan los virus R5
tropicos (correceptor CCR5), mientras que en la fase final abundan los X4 tropicos (correceptor CXCR4)

).

El diagnéstico de la infeccién por VIH se realiza mediante pruebas de laboratorio, que
identifican marcadores serologicos y virolégicos. Estas pruebas se dividen en ensayos de
cribado, que detectan las muestras positivas con una alta sensibilidad, y ensayos de
confirmacion, que validan las muestras reactivas con una elevada especificidad. La fiabilidad
de las pruebas seroldgicas puede verse limitada por el periodo ventana, es decir, el tiempo
que transcurre entre la infeccién y la seroconversion, durante el cual es posible obtener

resultados negativos, incluso si la persona esta infectada (16,17).

El ensayo de cribado mas utilizado es el enzimoinmunoandlisis de adsorcién (ELISA), que
ha experimentado una notable evolucién durante las Ultimas décadas. Los ELISA de 12
generacion utilizaban virus lisados como antigenos y tenian un periodo ventana de hasta 6
meses. En la actualidad se usan los de 42 generacion, que detectan simultaneamente
anticuerpos anti-VIH-1 y 2 y antigeno p24, reduciendo el periodo ventana a 15 dias y
aumentando la sensibilidad por encima del 99%. Es importante destacar que todos los
resultados positivos o dudosos de los ELISA deben ser validados con un segundo ensayo de
confirmacion, que tradicionalmente ha sido el western blot (WB) o el inmunoanalisis en linea
(LIA). Ambas técnicas son lentas y costosas, por lo que surge la necesidad de una prueba de
confirmacion mas répida y econdémica, como la inmunocromatografia de diferenciacion de

anticuerpos anti-VIH-1 y 2. Por otro lado, las técnicas répidas de cribado



inmunocromatograficas y otros andlisis de cribado para orina y mucosa bucal han ganado
gran popularidad durante los ultimos afios por dar resultados preliminares en menos de 30
minutos y ser sencillos de realizar. Ademas, su tasa de falsos negativos es muy baja y ayudan
a reducir la transmision y no perder oportunidades de diagnéstico, aunque deben ser
confirmadas con ELISA debido a que tienen una menor sensibilidad y un mayor periodo
ventana. Solo en pacientes en los que se sospeche una infeccién aguda, pacientes neonatales
y pacientes con resultados seroldgicos indeterminados esté justificada la deteccion de ARN
mediante métodos gendmicos, como la reaccion en cadena de la polimerasa con
transcriptasa inversa (RT-PCR), que cuantifica la CVP. Por ultimo, se puede determinar el
namero total de LTCD4" y la proporciéon CD4*/CD8* para identificar la fase de la enfermedad
(3,16,17).

A pesar de los grandes avances en la epidemia de VIH/SIDA, la comprensién de la biologia
del VIH y la patogenia de la infeccion y el desarrollo de técnicas diagnésticas, la infeccién por
el VIH sigue siendo una enfermedad crénica que requiere TAR de por vida, con los efectos
adversos, los costos significativos y la resistencia a largo plazo que ello conlleva. Una cura no
solo liberaria a los pacientes de un tratamiento crénico, sino que también solucionaria estos
problemas econdémicos y de salud. En este contexto, es imperativo explorar nuevas

estrategias para la curacion del VIH y mejorar la calidad de vida de quienes viven con él (18).

Dadas las caracteristicas del VIH, su erradicacion completa es incompatible tanto a nivel
individual, donde tendria que ser eliminado de todos los reservorios celulares, como a nivel
de salud publica, donde se tendria que reducir su incidencia a cero. Por ello, es mas realista
centrarse en la curacién funcional de la infecciéon, que implica mantener la CVP a niveles

muy bajos en ausencia de TAR (remision de la infeccidn) (19).

Se han documentado contados casos de erradicacion total del VIH mediante trasplante de
progenitores hematopoyéticos, asi como casos de curacion funcional. Estos Ultimos incluyen
a los controladores de élite (<1% de los infectados), que logran controlar la infeccién de
forma natural, y alos controladores postratamiento (5-10% de los infectados), que alcanzan
este estado después de recibir TAR. Los controladores del VIH representan una esperanza
tangible para alcanzar la cura y subrayan la importancia de centrarse en la curacion funcional
(18).



CURACION DE LA INFECCION POR VIH | TRABAJO DE FIN DE GRADO

2. OBJETIVOS

El principal objetivo del presente trabajo de fin de grado es revisar las caracteristicas de los
reservorios de latencia del VIH para entender la limitacion de la TAR y analizar las estrategias
actuales encaminadas a lograr la curacion del VIH. Para cumplir este objetivo, se
establecieron los siguientes objetivos secundarios:
o Analizar la TAR actualmente utilizada y las limitaciones que presenta.
o Describir los reservorios virales y explicar los mecanismos de latencia que dificultan la
posibilidad de curacién con la TAR.

o Exponer las principales estrategias de curacion del VIH.

3. METODOLOGIA

Para alcanzar los objetivos mencionados se llevé a cabo una revisién bibliografica usando
la base de datos Pubmed y el motor de biusqueda Google Scholar. La busqueda de articulos
se realiz6 en marzo de 2024 y el principal término clave empleado fue “HIV”. Se utilizé también
el operador booleano “AND” aunado a los términos secundarios especificos: “reservoir”, “cure
strategies”, “shock and kill” y “block and lock”. Debido a la gran cantidad de articulos obtenidos
y para asegurar que la informacion fuera lo méas actual posible, se realiz6 un cribado por fecha
de publicacién. Se buscaron los articulos publicados como maximo 5 afios antes de la fecha
de busqueda. Los articulos que finalmente se consideraron fueron aquellos que se ajustaron
més al objetivo principal del trabajo. Se tuvo en cuenta que no fuesen muy especificos para
no desviarse del objetivo y poder dar una vision general de todas las estrategias en

investigacion.

4. DESARROLLO

4.1. TERAPIA ANTIRRETROVIRAL ACTUAL Y SUS LIMITACIONES

Ante la ausencia de una cura o vacuna eficaz, las medidas educativas (uso de preservativos,
no consumir drogas, no compartir agujas, etc), la profilaxis y la TAR son clave para evitar
nuevas infecciones y muertes (3). En este sentido, el desarrollo de la TAR ha supuesto uno
de los mayores hitos en la medicina moderna, ya que ha conseguido casi igualar la esperanza
de vida de una persona infectada a la de la poblacién general, tanto en paises desarrollados
como en vias de desarrollo. Ademas, reduce la CVP hasta niveles indetectables, lo que
disminuye el riesgo de transmision en mas de un 90% y permite la reconstitucion del sistema
inmunitario. Por ello, se recomienda su inicio en todas las personas infectadas,

independientemente del recuento de LTCD4" (9).

Hoy en dia se emplea la terapia antirretroviral de gran actividad (TARGA) (3), en la cual
se combinan tres o cuatro farmacos antirretrovirales. La Administracion de Alimentos y
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Medicamentos (FDA) de los Estados Unidos clasifica a mas de 40 antirretrovirales en 7 grupos
distintos (12). Todos ellos interfieren con fases o enzimas de la replicacion viral:

o Inhibidores de latranscriptasainversa analogos de nucledsidos (ITIAN): provocan
el bloqueo de la elongacion de la cadena de ADN proviral (abacavir, emtricitabina,
lamivudina, tenofovir, zidovudina).

o Inhibidores de la transcriptasa inversa no analogos de nucleésidos (ITINAN): se
unen al sitio activo de la enzima, reduciendo su actividad polimerasa e impidiendo la
sintesis del ADN proviral (doravirina, efavirenz, etravirina, nevirapina, rilpivirina).

o Inhibidores de la proteasa (IP): se unen al sitio activo de la enzima, inhibiendo el
procesamiento del precursor Gag-Pol (atazanavir, darunavir, fosamprenavir, ritonavir,
saquinavir, tipranavir).

o Inhibidores de la integrasa (INSTI): se unen al sitio activo de la enzima, inhibiendo la
integracion del ADN proviral en el genoma de la célula hospedadora (cabotegravir,
dolutegravir, raltegravir).

o Inhibidores de la unién: impiden la entrada del virus mediante la union a la subunidad
gp120 (fostemsavir) o al receptor CD4 (ibalizumab-uiyk).

o Antagonistas CCR5: impiden la entrada del virus mediante la unién al correceptor
CCRS5 (maraviroc).

o Inhibidores de la fusidn: impiden la entrada del virus mediante la union a la subunidad

gp41l (enfuvirtida).

La pauta inicial recomendada esta formada por dos ITIAN y un tercer farmaco (ITINAN, IP
o INSTI). De forma global, el régimen mas utilizado es el que combina dos ITIAN y un ITINAN,
aunque la FDA recomienda dos ITIAN y un IP. La eleccion del tercer farmaco depende de su
disponibilidad, del régimen de dosificacion, de la medicacion, de enfermedades vy
caracteristicas demogréficas del paciente y del precio. También se puede considerar la
administraciéon de dos farmacos como profilaxis previa ala exposicion (PPrE) en individuos
no infectados en riesgo de contagio, siendo la pauta preferida tenofovir/emtricitabina (9); o
bien administrar tenofovir/emtricitabina + INSTI (raltegravir, dolutegravir) o IP (darunavir,
ritonavir) durante 28 dias como profilaxis postexposicion (PPE) para prevenir la transmision

del virus, siendo el plazo maximo de 72 horas tras la exposicion (20).

Mientras tanto, la investigacién de nuevos antirretrovirales prosigue para dar alternativas a
los pacientes con fracaso virologico e infeccion multirresistente. Los farmacos en desarrollo,
mayoritariamente en ensayos preclinicos, actian en la fase de maduracion del virion o sobre
las dianas ya conocidas. Es el caso del lenacapavir, un inhibidor multifase de la capside
aprobado recientemente, que altera procesos clave en la replicacion viral, como el ensamblaje,

la liberacién del virus y la formacion de la nucleocapside (21); y del islatravir, un inhibidor de
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la translocacion de la RT evaluado en ensayos clinicos, que impide la retrotranscripcion del
ARN viral. En el futuro, es posible que otras lineas de investigacion desarrollen farmacos con
nuevos mecanismos de accion, dirigidos hacia dianas aun inexploradas, como la actividad
ribonucleasa de la RT, la proteina NC (p7) y la proteina Nef (22). Ademas, se estéan utilizando
nuevos sistemas de administracion, como los transdérmicos y nanotecnoldgicos, que mejoran
la biodisponibilidad, la frecuencia de administracion y la estabilidad de los antirretrovirales

actuales administrados via oral o parenteral (23).

Aungue la TAR mejora la calidad de vida de los pacientes, conlleva problemas de adherencia
debido al tratamiento de por vida, la polifarmacia, las pautas complejas y el estigma social.
Ademas, se asocia con reacciones adversas, como trastornos cardiovasculares, hepaticos,

0seos y obesidad, asi como con el desarrollo de resistencias (18).

Por otra parte, la TAR no se dirige a las células donde el provirus permanece latente, sin
replicacién. Ademas, estas células latentes no expresan proteinas virales en su superficie, lo
que las hace fenotipicamente indistinguibles de las células no infectadas y, por tanto, invisibles
para el sistema inmune (13,24). Por tanto, es crucial caracterizar los reservorios y los
mecanismos de latencia virales para comprender como el virus persiste en el organismo a
pesar del sistema inmune y la TAR, y para poder explorar nuevos enfoques terapéuticos

innovadores capaces de controlar la infeccién.

4.2. RESERVORIOS Y MECANISMOS DE LATENCIA VIRALES

Como se ha mencionado, la integracién del provirus en el ADN celular mediante la
transcriptasa inversa permite que el VIH permanezca latente en el organismo, estableciendo
RLV durante las primeras semanas de la infeccién, cuando el individuo alin no conoce su
estado de portador y, por tanto, no ha comenzado la TAR. Debido a la incapacidad de la TAR
para actuar sobre el provirus integrado, los RLV pueden persistir durante afios y proliferar
mediante expansion clonal inducida en respuesta al antigeno viral, imposibilitando la curaciéon
(13). De hecho, una vez reactivados o tras la suspension de la TAR, pueden incrementar la

CVP hasta niveles detectables en tan solo dos semanas (24).

Los reservorios virales comprenden todas los tejidos y células que siguen albergando al virus
en presencia de la TAR. Se pueden dividir segun su escala en reservorios anatémicos,

celulares y moleculares (25) (Figura 5).
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Figura 5. Tipos de reservorios del VIH. Determinados compartimentos anatomicos y tejidos (A)
contienen distintos tipos celulares (B) capaces de ser infectados por el VIH. Los mecanismos
moleculares de las células influyen en la transcripcion del provirus integrado (C) (25).

El estudio de los reservorios anatdbmicos es complicado dada la dificultad para adquirir una
muestra. Una autopsia en humanos revel6 que el VIH se habia integrado en células de hasta
28 tipos de tejidos distintos, mayoritariamente en los GL y, sobre todo, en el tejido linfoide
asociado al intestino (GALT) (>98%). Otros tejidos con altas concentraciones de macrofagos
constituyen también importantes reservorios, como el tejido adiposo, el higado, los pulmones,
los rifiones, el cerebro y el tracto genital, aunque su implicacion en el mantenimiento de los
RLV aln no esta claramente definida. Algunos de estos tejidos se conocen como santuarios
anatémicos, ya sea por evadir la respuesta de los LTCD8*, como los foliculos de células B,

0 por estar protegidos de la TAR, como el cerebro, la médula espinal y el tracto genital (26).

El VIH puede infectar todos los tipos de LTCD4" efectores, aunque los RLV se establecen
principalmente en los LTCD4* memoria en reposo, que tienen una semivida de 44 meses.
Por otro lado, se ha demostrado la presencia de provirus en otros tipos celulares, como
macréfagos, CD, progenitores hematopoyéticos, astrocitos, microglia y células epiteliales.
Estas células contribuirian al reservorio por ser mas longevas y por su capacidad para
infiltrarse en diferentes tejidos y diseminar el virus, aunque se considera que su relevancia en

el mantenimiento de los RLV es menor (13,24,26).

Si bien los RLV representan el mayor reto a superar para curar la infeccion, hay que tener en
cuenta que las mutaciones y recombinaciones pueden convertir una secuencia viral latente
en una activa. Por ello, los reservorios moleculares pueden ser latentes, activos persistentes

y activos con replicacién defectiva. En los RLV, el virus permanece en un estado de
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silenciamiento transcripcional, mientras que en los reservorios activos se produce la
transcripcion del provirus para sintetizar viriones infecciosos o particulas similares a virus
(VLP). Recientemente, se ha resaltado la importancia de las VLP, que causan inflamacion
persistente y envejecimiento prematuro del sistema inmune, lo que deriva en estrés oxidativo,
acortamiento de los telébmeros y disfuncion mitocondrial. Por tanto, la complejidad del
reservorio viral no solo radica en la heterogeneidad de los tejidos y células implicados, sino

también en el dinamismo molecular de los provirus y el microambiente celular (13,25,27).

Se han propuesto varios modelos para explicar el establecimiento de los RLV en los LTCD4*.
La teoria més aceptada sugiere que los LTCD4" activados entrarian en un estado de reposo
tras ser infectados, suprimiendo asi la expresion de los genes virales. La latencia también
podria establecerse a través de la infeccion de LTCD4* activados que reverterian a un estado
quiescente (G0) o por la infeccién directa de LTCD4* memoria en reposo (26,28).

Los provirus latentes se establecen y mantienen, en parte, por modificaciones epigenéticas,
factores de transcripcion y moléculas de sefializacion que refuerzan la latencia. De hecho,
esta latencia estad mediada por mecanismos de regulacion cis y trans que impiden que los
factores de transcripcion accedan a la region promotora viral (Figura 6). Los mecanismaos cis
regulan el entorno de la cromatina del provirus al modificarla epigenéticamente, por ejemplo,
mediante la metilacién del ADN de las islas CpG, provocando un estado de heterocromatina.
Las histonas también experimentan cambios realizados por enzimas especificas, como la
metilacién (histona metiltransferasa), la deacetilacion (histona deacetilasa) y la crotonilacion
(ACSS2). Los mecanismos trans regulan factores de transcripcién virales y celulares,
relacionandose con la ausencia de factores activadores de la transcripcién celular, como los
factores NF-kB, NFAT o P-TEFb, y con la presencia de represores transcripcionales, como
los represores CTIP2, NELF o DSIF. Otros mecanismos que pueden contribuir a la latencia
son la integracion del provirus en un sitio del genoma celular con baja actividad transcripcional
y la interferencia transcripcional con otros genes celulares. La comprension de estos
mecanismos es fundamental para esclarecer una estrategia curativa eficaz, ya que pueden

ser la diana de muchos farmacos (13,26,28).

12



CURACION DE LA INFECCION POR VIH | TRABAJO DE FIN DE GRADO

cis-regulatory mechanisms

Nucleus

trans-regulatory mechanisms

Nucleus

-

nucd \ o

nucl

HaK4

nucl

HaK16
@

§'LTR

- DNA methylation (heterochromatin)
- Histone acetylation and methylation
(HDACS, histone methyltransferases, ...)

- Transcription factors (NFAT, NF-kB, ...)
- Negative factors (DSIF, NELF, ...)

T Cytoplasm | Cytopl
ojaan | Sxbaran Viral RNA translation

b ol N

HIV -1 assembly proteins HIV -1 regulatory proteins
(Gag, Pol, Env,, Vpr, Vpu) (Tat, Nef, Rev)
and genomic RNA

Figura 6. Mecanismos moleculares de latencia del VIH. La metilacién de las islas CpG mantiene la
regién promotora en estado de heterocromatina y la deacetilacién de las histonas limita el acceso de
los factores de transcripcién. El inicio de la transcripcion es bloqueado por la unién de homodimeros a
NF-kB y la fosforilacién de NFAT. Tras el inicio de la transcripcion, la union de factores negativos de la
elongacién (NELF, DSIF) impiden el avance de la ARN pol Il. EI ARN no codificante largo, conocido
como NRON, degrada Tat. Como consecuencia de todo ello, no se sintetizan las proteinas virales ni
se producen nuevos viriones (13).

Por otro lado, algunos estudios relacionan el tamafio, la distribucion y/o la actividad del
reservorio con el sexo, la edad, el subtipo de VIH, el tiempo en el que se inicia la TAR, la
inflamacién croénica y el control inmunoldgico del paciente, lo que incrementaria ain mas su
complejidad. Por ejemplo, las diferencias asociadas al sexo podrian deberse a la actividad de
los estrogenos, que inhiben la transcripcion viral. El sistema inmune de los neonatos y los
nifios se caracteriza por su gran abundancia en LTCD4* virgenes y pocas células memoria,
al contrario que el de los ancianos, en el que hay pocos LTCD4* virgenes y muchos LTCD4*
efectores con provirus latentes. Por Ultimo, la infeccién por el subtipo B del VIH-1, el
tratamiento tardio, la inflamacion crénica producida por el propio virus y la infeccion en

pacientes no controladores conllevan RLV significativamente mayores (29).

El estudio y la cuantificacion de los RLV resulta critico para evaluar la efectividad de las
estrategias curativas. Actualmente, el ensayo de proliferacion viral (VOA) se considera el
método de referencia (gold standard). Mide la replicacion viral en LTCD4* memoria en reposo
diluidos previamente activados. No obstante, este método es caro, lleva tiempo, requiere de
una gran cantidad de hemocultivos e infraestima el resultado, ya que no permite la activacion
de todas las células. Otra técnica para medir los RLV se basa en la deteccién del ADN
proviral total, como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Es una técnica

relativamente simple y rapida, aunque sobrestima los resultados dado que no distingue los
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virus intactos de los defectivos. Para contrarrestar los retos mencionados, se han desarrollado
varios enfoques innovadores, como el ensayo de ADN proviral intacto (IPDA), que diferencia
los virus intactos de los defectivos (26).

El avance en la comprension de los reservorios y mecanismos de latencia virales ha permitido
el desarrollo de estrategias dirigidas al control y la eliminacion de las células latentemente
infectadas.

4.3. ESTRATEGI’AS TERAPEUTICAS EN INVESTIGACION PARA LA CURACION
DE LA INFECCION POR VIH

El control de la reinfeccion viral a largo plazo con la consiguiente supresion de la TAR solo se
ha observado en cinco pacientes sometidos a trasplante alogénico de células madre
hematopoyéticas (TACMH), conocidos como el paciente de Berlin, el paciente de Londres,
el paciente de Nueva York, el paciente de Dusseldorf y el paciente de la Ciudad de la
Esperanza. Sin embargo, el TACMH no es escalable a la poblacion general dado que se
asocia con un incremento en la morbilidad y mortalidad (30,31).

Por ello, teniendo en cuenta las caracteristicas biolégicas del virus y la complejidad de los
RLV, se han planteado las siguientes estrategias encaminadas a la reduccién del tamafio de
los RLV (Figura 7) y a la mejora del sistema inmune, lo que podria resultar en la curacién
definitiva de la infeccion por VIH (18,32):
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Figura 7. Principales estrategias de eliminacion de los RLV (a): shock and kill (b), block and lock (c) y
terapia génica (d) (33).
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o Inicio precoz de la TAR: disminucion del establecimiento del reservorio o su tamafio.
o Shock and kill: reversion de la latencia viral.

o Block and lock: inhibicion de la reactivacion viral.

o Meétodos inmunoldgicos: fortalecimiento de la respuesta del sistema inmune.

o Terapia génica: maodificacién genética de las células infectadas.

4.3.1. INICIO PRECOZ DE LA TAR

El inicio precoz de la TAR preserva la funcién inmune, limita la diversificacion del virus,
minimiza las complicaciones relacionadas con el VIH y previene la transmision a otras
personas al reducir la viremia. Su uso como PPE sugiere que es capaz de eliminar las
primeras células infectadas, pero en la mayoria de los pacientes Unicamente consigue reducir
el tamafio de los RLV tras varios afios de tratamiento y de manera muy insignificativa. A pesar
de no ser curativa, parece modificar la dindmica de la infeccion y la respuesta inmune, tal y
como se observa en los controladores postratamiento. Estos pacientes alcanzan un estado
de remision viral tras iniciar la TAR durante las primeras semanas 0 meses de la infeccion,
seguirla durante varios afios y abandonarla por diversos motivos. El inicio temprano de la TAR
también puede ser beneficioso para recién nacidos, aunque solo bajo determinadas
circunstancias. Un ejemplo es el caso del bebé de Misisipi infectado en el Gtero, que inicio la
TAR alas 30 horas de nacer y la ceso a los 18 meses, experimentando 30 meses de remision
viral antes de la recaida. Esto evidencia que la curacién en bebés podria ser posible sila TAR

se inicia temprano o se mantiene durante mas tiempo (18,28,30,32).

Por otra parte, se ha propuesto la intensificacion de la TAR con el objetivo de detener la
replicacion en los reservorios activos, ya sea aumentando la dosis o afiadiendo farmacos mas
potentes. No obstante, los estudios llevados a cabo no evidenciaron cambios en los RLV, y
tan solo la combinacién de maraviroc y raltegravir produjo una ligera disminucién del ADN viral

en la mucosa intestinal (28,32).

4.3.2. SHOCK AND KILL

Mientras que el objetivo de la TAR es impedir la infeccién de nuevas células, el de la estrategia
shock and kill es reactivar la transcripcion viral en células latentes (shock) mediante el uso de
agentes revertidores de la latencia (ARL), induciendo la expresion de las proteinas virales,
y asi poder eliminar los RLV por el efecto citopatico viral o por la respuesta inmune mediada
por LTCD8" (kill). Hasta el momento, se han identificado mas de 300 compuestos quimicos
que actuan como ARL, clasificados segun su mecanismo de accion en 5 grupos principales
(32,34,35):
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o Citoquinas o0 agonistas de receptores: activan los genes virales y sus factores de
transcripcién mediante la estimulacion de receptores celulares especificos. Entre ellos se
incluyen las interleucinas (IL-15) y los agonistas de los receptores tipo Toll.

o Modificadores epigenéticos: alteran la estructura de la cromatina al inhibir las enzimas
responsables de los mecanismos cis, lo que permite la accesibilidad de los promotores
virales y la transcripcion del provirus. Se incluyen en este grupo los inhibidores de la
histona deacetilasa (IHDAC) como el vorinostat, los inhibidores de la histona
metiltransferasa (iHMT) como el AZ505, y los inhibidores de la ADN metiltransferasa
(iDNMT) como la zebularina.

o Moduladores de moléculas de sefalizacién: activan las proteinas quinasas que
participan en las vias de sefalizacién activadoras de los factores de transcripcion, como
las vias NF-kB, AP-1, MAPK y JAK/STAT. Pertenecen a este grupo los agonistas de la
proteina quinasa C (ingenol B y analogos) y los agonistas MAPK (procianidina C1).

o Reguladores de factores de transcripcion: inhiben la accion de los represores
transcripcionales, permitiendo la transcripcién del provirus, como los inhibidores de
bromodominios y dominios extraterminales (JQ1).

o Otros ARL con mecanismo de accion indeterminado: incluyen compuestos cuya
accion reactivadora del virus latente ha sido observada in vitro, pero cuyo mecanismo
especifico aun no ha sido completamente elucidado, como los antioxidantes (auranofin) y

los activadores de la proteina fosfatasa 1 (SMAPP1).

Numerosos ARL han mostrado su eficacia tanto in vitro como ex vivo, siendo los iHDAC los
mas estudiados. No obstante, los resultados obtenidos en ensayos clinicos han demostrado
gue los ARL administrados por aislado no reducen el tamafio de los RLV, a pesar de aumentar
la produccion del VIH. La combinacion sinérgica de varios ARL con distintos mecanismos de
accion tampoco mejoro los resultados, aunque potencio la reactivacion del virus y disminuy6
la toxicidad de cada molécula por separado. Otros problemas a resolver con los ARL son su
penetracion en los santuarios anatomicos, sus efectos adversos y la respuesta inmunoldgica

exagerada que provocan (tormenta de citoquinas) (34,36,37).

En relacién a la fase de Kill, la eliminacion de los RLV por el efecto citopatico viral o por la
respuesta inmune se encuentra limitada por el agotamiento de los LTCD8* durante la fase
crénica de la enfermedad, asi como por la produccion insuficiente de antigenos virales por
parte de los ARL, que no consiguen reactivar todos los RLV. Por ello, se han propuesto
diferentes estrategias encaminadas a inducir las vias proapoptéticas y la lisis celular de forma
especifica en las células infectadas, sin afectar a las sanas. Una de ellas, denominada prime,
shock and kill, consiste en sensibilizar las células latentes a la apoptosis mediante la

administracién antes de la fase de shock de agentes que participan en las vias de muerte
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celular programada, como los inhibidores de proteinas antiapoptéticas (BCL-2, PI3K, DDX3).
Otra aproximacion, conocida como lock in and apoptosis, trata de bloquear la gemacién de
los viriones e inducir la apoptosis mediante la administracion de una novedosa molécula
conocida como L-HIPPO después de la fase de shock, inhibiendo el precursor viral Pr55Gag,
lo que resulta en la acumulacion de proteinas virales en el citoplasma (38,39).

4.3.3. BLOCK AND LOCK
En contraposicion al shock and Kill, el block and lock pretende evitar el uso de la TAR mediante
el silenciamiento irreversible de la transcripcion viral utilizando agentes promotores de la
latencia (APL) (block), al mismo tiempo que induce un estado de latencia profunda en la
region promotora viral por modificaciones epigenéticas (lock), deteniendo asi la produccién
viral. La viabilidad de un silenciamiento a largo plazo del VIH se ve respaldada por el hecho
de que aproximadamente el 8% del genoma humano esta compuesto por antiguos retrovirus
integrados. Asi pues, durante los Ultimos afios se ha impulsado la investigaciéon de nuevos
APL para conseguir la latencia mediante diferentes mecanismos, como (13,28,40,41):
o La inhibicién de la proteina Tat por las moléculas didehidro-cortistatina A (dCA) o
Nullbasic.
o Elsilenciamiento epigenético inducido por moléculas de ARN.
o La inhibicion de moléculas activadoras de la transcripciéon, como los inhibidores
del BRD4 (ZL0580), los inhibidores de la integrasa (LEDGIN GS-9822) y los inhibidores
de mTOR (Torinl).

Hasta la fecha, ninguno de los APL estudiados in vitro y ex vivo se ha utilizado en ensayos
clinicos en humanos. Si bien la mayoria de ellos son eficaces para inducir la latencia (block),
muy pocos logran mantener los promotores virales en un estado de superlatencia (lock). La
molécula mas estudiada, la dCA, esta pendiente de ser evaluada en ensayos clinicos. Por
otro lado, para que la represion epigenética mediante ARN sea efectiva, es necesario
combinar varias moléculas que actlen sobre distintas secuencias conservadas del provirus.
Ademas, es crucial abordar la inestabilidad del ARN con el desarrollo de vectores, tanto virales

como no virales, que aseguren su entrada efectiva a las células infectadas (40,42,43).

Las estrategias shock and kill y block and lock se podrian complementar y aplicarse
secuencialmente para alcanzar la curacién del VIH, aprovechando los diferentes grados de
transcripcion en las células y tejidos infectados. En primer lugar, se administraria un ARL para
revertir la latencia viral y eliminar las células con mayor capacidad de reactivacion.
Posteriormente, se administraria un APL para bloguear y silenciar indefinidamente las células
que son dificiles de reactivar con un ARL y que, por tanto, presentan una mayor latencia

establecida mediante los mecanismos cis y trans (36).
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4.3.4. METODOS INMUNOLOGICOS

La muerte celular, ademas de con las estrategias previamente descritas en la fase de Kkill,
también se podria producir mediante el reforzamiento del sistema inmune. La estimulacion
antigénica constante lleva a la activacion crénica del sistema inmune, a la inflamacién
persistente y, posteriormente, al agotamiento inmunoldgico, caracterizado por la deplecion de
LTCD4", la disminucion de los efectos citotdxicos de los LTCD8* y la reduccién de anticuerpos
sintetizados por linfocitos B. Por tanto, potenciar la respuesta del sistema inmune permitiria

controlar mejor la infeccién y eliminar el VIH de las células infectadas (13,32).

Entre los métodos inmunolégicos investigados (Figura 8) se incluyen la modificacion de la
inmunidad innata celular, el bloqueo de los puntos de control inmunoldgicos y la modulacién
de la inmunidad adaptativa (44).
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Figura 8. Estrategias inmunoldgicas de eliminacién de los RLV (44).

La sintesis de ARN viral en algunas células infectadas representa una oportunidad para atacar
los RLV, ya que permitiria ser reconocido por la inmunidad intrinseca celular mediante la
activacion de la via de sefalizacion JAK/STAT. La administracion de INF-a recombinantes o
agonistas de los receptores tipo Toll podria potenciar esta via, aunque todavia queda por
analizarlo en ensayos clinicos. También se estan desarrollando agentes farmacolégicos que
aumenten las vias de muerte celular intrinseca en las células infectadas, concretamente las

relacionadas con la activacion del inflamosoma dependiente de CARDS8 (44).
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Por otra parte, los puntos de control inmunolégico, como PD-1 y CTLA-4, son receptores

marcadores del agotamiento funcional y se expresan en los LTCD4* activados. Al unirse el

ligando con su respectivo receptor se produce una sefial inhibitoria, impidiendo la proliferacion,

funcion efectiva y la replicaciéon del VIH. Por ello, el uso de inhibidores de los receptores PD-

1 y CTLA-4 o de sus respectivos ligandos puede reactivar los LTCD4" y aumentar la

sensibilidad de sus receptores a los antigenos virales, potenciando la respuesta inmune. Sin

embargo, el bloqueo de PD-1 llevado a cabo en un ensayo clinico en fase | mostré reacciones

adversas inmunitarias graves, limitando la estrategia a pacientes con cancer (32,44).

Por ultimo, para modular lainmunidad adaptativa se han propuesto tres estrategias distintas:

@)

O

Vacunas terapéuticas: tienen como objetivo aumentar la capacidad del sistema
inmune mediante la induccién de respuestas especificas de los LTCD8*. Por el
momento, ninguna de las vacunas ensayadas, ya sea de forma aislada o en
combinacién con ARL, ha logrado reducir el tamafio de los RLV. Se espera que futuras
modificaciones en la vacuna mejoren la potenciacion del sistema inmune adaptativo y
prolonguen la duracién de la proteccion, mediante el empleo de nuevos vectores virales,
adyuvantes y antigenos con gran inmunogenicidad (32,44,45).

Anticuerpos ampliamente neutralizantes (bNAbs): se ha observado en estudios in
vitro su capacidad de neutralizar al VIH tras su reactivacién. La neutralizacién se
produciria mediante respuestas mediadas por el receptor Fc, como la citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpos (ADCC), la fagocitosis celular dependiente de
anticuerpos (ADCP) y la citotoxicidad dependiente del complemento (CDC). No
obstante, la sensibilidad de los viriones frente a esta neutralizaciébn es muy variable
(32,46).

Linfocitos T modificados genéticamente con receptores de antigenos quiméricos
(CAR-T): se utilizan LTCD8" extraidos de la sangre del paciente, que son modificados
ex vivo para que expresen el receptor de antigenos quimeéricos. Una vez reintroducidos
en el paciente, estos linfocitos CAR-T pueden detectar y eliminar las células infectadas
directamente sin restriccién por el MHC-I. Ademés de estos LTCD8" modificados, se
han disefiado células NK con receptores antigénicos quiméricos (CAR-NK), las
cuales poseen ventajas sobre los linfocitos CAR-T respecto a su seguridad,
modificabilidad y citotoxicidad. A pesar de que la modificacion genética de las células
€S un proceso costoso y que requiere tiempo, ambos tipos de células CAR han
demostrado ser capaces de reconocer y eliminar RLV reactivados in vitro, y estan

siendo evaluadas en ensayos clinicos (28,46,47).
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4.3.5. TERAPIA GENICA

Los cinco Unicos casos de curacién se consiguieron mediante el TACMH de donantes
compatibles con la delecién homocigoética del par de bases 32 en el gen CCR5 (CCR5432/4%2)
impidiendo la entrada del virus a la célula hospedadora y, por tanto, su replicacion. La principal
desventaja del TACMH es su alta morbimortalidad, lo que restringe su aplicacién a pacientes
con cancer. Ademas, es probable que su eficacia sea mucho menor debido a la falta de
informes que constaten muertes de pacientes, que es lo que cabria esperar con este método
(13,30,31).

Para superar las limitaciones del TACMH, se han utilizado tres herramientas de edicion génica,
las nucleasas de dedos de zinc (ZFN), las nucleasas efectoras de tipo activador de
transcripcion (TALEN) y el sistema de repeticiones palindrémicas cortas, agrupadas y
regularmente interespaciadas asociadas a la endonucleasa Cas9 (CRISPR/Cas9), siendo
esta ultima la mas precisa (32). El sistema CRISPR/Cas9 se ha utilizado, por un lado, para
obtener LTCD4" con el silenciamiento génico (knock out) del correceptor CCR5 y/o CXCR4,
recreando la mutacion del correceptor que ha conducido a la curacién del VIH (30). Asimismo,
se esta investigando utilizarlo contra el ADN proviral, concretamente para escindir las
secuencias viricas diana, como gag y LTR, con la intervencion del ARN guia Unico (sgRNA) y
de la enzima Cas9. Cas9 escindiria la secuencia de ADN complementaria al sgRNA,
resultando en la eliminacién total o parcial del provirus (33). Varios modelos animales
preclinicos han demostrado la reduccion de la replicacién viral tras el knock out de los
correceptores CCR5 y/o CXCR4, y la eliminacion del provirus latente por accion de la Cas9
(48). No obstante, la implementacion de esta estrategia en la curacion del VIH aun se enfrenta
a numerosos obstaculos, como las resistencias virales producidas por el mecanismo de
reparacion del ADN, la inmunogenicidad preexistente contra determinadas enzimas Cas, la
modificacion del ADN celular y su correcta administracion mediante el desarrollo de vectores

virales y no virales (49).

Como se ha evidenciado en este trabajo de fin de grado, el camino hacia la curacién funcional
del VIH es desafiante pero esperanzador. La TAR ha sido un pilar fundamental en el manejo
de la infeccion, reduciendo eficazmente la CVP a niveles indetectables y mejorando la calidad
y esperanza de vida de millones de personas. Sin embargo, solo actia sobre el reservorio

activo, imposibilitando la curacion y la restauracion completa de la respuesta inmune.

La erradicacion completa del virus es un objetivo extremadamente dificil de alcanzar debido
a las caracteristicas biologicas intrinsecas del VIH, incluyendo la formacion y el

establecimiento de RLV complejos, heterogéneos y dinamicos, a nivel anatémico, celular y
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molecular. Estos reservorios representan el principal obstaculo para alcanzar una cura
funcional, pero también ofrecen una oportunidad para el desarrollo de estrategias terapéuticas

efectivas mediante un mejor entendimiento de los mecanismos moleculares de latencia.

Aunque el TACMH puede curar la infeccion por VIH, su morbimortalidad asociada vy
limitaciones practicas lo hacen poco escalable. El resto de estrategias curativas
revisadas, como el inicio precoz de la TAR, el shock and kill, el block and lock, los métodos
inmunolodgicos y la terapia génica, se enfrentan a desafios significativos en la reduccion del
tamafno de los RLV, lo que sugiere la necesidad de adoptar enfoques combinados o

secuenciales para abordar la diversidad de los reservorios virales.

Mientras la investigacion avanza gracias a la cooperacion internacional y al financiamiento, es
crucial controlar la propagacion del VIH mediante la prevencion, el diagndstico, la educacion
y el acceso a la TAR, la PPrE y la PPE.

En conclusion, es poco probable que una cura escalable, clinicamente tolerable y econémica
para el VIH se logre en el plazo establecido por ONUSIDA, a pesar de los avances en la
comprension de la biologia del virus y el desarrollo de nuevas tecnologias. Para hacer realidad
una cura accesible y duradera, se requieren mas estudios que evalien adecuadamente la
fiabilidad, la efectividad y la necesidad de las estrategias curativas, allanando asi el camino
hacia un futuro donde el VIH pueda ser finalmente curado y se ponga fin a esta epidemia
global.
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