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ABSTRACT: There is no cure yet for HIV-1, but
therapeutic research based on the elimination of the
latent viral reservoir by pharmacologic strategies is
going on. We summarize here the molecular
mechanisms implied in the viral infection and latency,
as well as those of the latency-reversing agents so far
studied.
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RESUMEN: Aunque todavia no hay curacion para la
infeccion por HIV-1, hay varias estrategias
farmacolégicas en desarrollo que tienen como objetivo
eliminar el reservorio de los virus latentes. Se analizan
aqui los mecanismos moleculares implicados en la
infeccién y latencia de los virus HIV, asi como aquellos
por los que actlan los agentes reversores de latencia
estudiados hasta el momento.
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1. INTRODUCCION

El sindrome de inmunodeficiencia adquirida (AIDS),*
detectado por primera vez en 1981, es el desenlace final de
una infeccibn originada por el virus de la
inmunodeficiencia humana tipo 1 (HIV-1) que favorece el
desarrollo de enfermedades oportunistas y de procesos
oncogénicos y autoinmunes. Gracias a la actividad de
anticuerpos especificos neutralizantes y de los linfocitos T
CD8+ citotoxicos (CTLs), la respuesta inmune controla la
replicacion viral en las fases iniciales de la infeccion, y en
algunos infectados no progresa la enfermedad sin
tratamiento con terapia antirretroviral (ART). Sin
embargo, en la inmensa mayoria la infeccién progresa y
genera un estado de activacion del sistema inmune que
contribuye a la eliminacién de las células diana, los
linfocitos T CD4+, y de las vecinas no infectadas. Los
organos linfoides se deterioran y los mecanismos efectores
de dicho sistema se alteran, desencadenando la
inmunodeficiencia caracteristica de esta enfermedad.
Segln estimaciones de las Naciones Unidas, en el afio
2015 habia en el mundo 37 millones de personas
infectadas, alrededor de 2 millones se habian infectado por
vez primera, y 1,1 millones murieron por problemas
relacionados con esta infeccion.

2. EFICACIA Y PROBLEMAS DE LA TERAPIA
ANTIRRETROVIRAL Y DE LA PREVENCION DE
LA INFECCION

A finales de los afios 1990 se descubrié que los virus

! En este trabajo se utilizan todas las siglas segin la

denominacion inglesa a excepcion de los &cidos nucleicos ADN y
ARN.
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HIV-1 pueden permanecer muchos meses o incluso afios
latentes (ocultos e inactivos), integrados en el genoma de
ciertas células del sistema inmune del hospedador, sin ser
atacados por las terapias antirretrovirales. Gracias a la
eficacia de los antivirales actualmente disponibles
administrados en distintas combinaciones, se ha
conseguido reducir espectacularmente las tasas de
enfermedad y muerte de personas por esta infeccion, que
ha pasado de considerarse una de las pandemias mas
devastadoras de la historia de la humanidad a convertirse
en una enfermedad crénica. Sin embargo, los farmacos
antirretrovirales sélo actlan contra los virus que se alojan
en células activadas, siendo inactivos contra los
reservorios de virus latentes. Por esta razon, la interrupcion
del tratamiento conduce a un rapido repunte de la viremia,
haciendo necesaria la administracion de estos farmacos
durante toda la vida. Este requisito supone un coste
elevado imposible para muchos enfermos, y una obligada
adhesion a la terapia con los consiguientes efectos
secundarios y la aparicion de resistencias.

Por otra parte, aunque la mejor manera de frenar esta
enfermedad seria la administracion de vacunas
preventivas, encontrar una vacuna HIV eficaz es uno de
los mayores desafios a los que se enfrenta la medicina.
Esta dificultad se debe fundamentalmente a la
heterogeneidad de los virus HIV, con gran diversidad de
subtipos y una alta tasa mutacional que favorece la
aparicion de variantes virales de escape; a la dificultad
para encontrar buenos modelos de animales para su
ensayo; y a que las vacunas mimetizan la respuesta inmune
de los pacientes que superan una enfermedad, pero los
anticuerpos que produce la persona infectada por HIV no
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son capaces de acabar con ella.

En el afio 2003 se abandoné por falta de eficacia un
ensayo clinico bastante avanzado con la primera vacuna
que se probé en humanos. Desarrollada por la empresa
VaxGen, se basaba en la proteina de la envuelta virica
gpl120, y utilizaba aldmina como adyuvante. El hecho de
que la proteina gpl20 se administrara en forma
monomérica, mientras que en el virus se encuentra como
trimero asociada al dominio de transmembrana gp4l, se
sugiri6 como posible causa de su fracaso. Otra vacuna
denominada V500, basada en un adenovirus de serotipo 5
que poseia fragmentos genéticos de HIV procedentes de
varios subtipos, se estudié durante unos 10 afios por la
compafifa Merck en colaboraciébn con un consorcio
internacional, pero su desarrollo se suspendié por falta de
eficacia en 2007 (1).

En 2009 se atisb6 que eran posibles las vacunas HIV
preventivas al publicarse los resultados del ensayo clinico
RV144 realizado en Tailandia. En él se administrd
conjuntamente el vector ALVAC-HIV (basado en un
vector canarypox), proteinas viricas como gpl20, y un
adyuvante para potenciar la respuesta inmunitaria. El
riesgo de adquirir la infeccion paso a ser de un 31,2 %, una
cifra baja pero estadisticamente significativa. Actualmente
se esta poniendo en marcha en Africa del Sur el ensayo
HTVN 702 con una version modificada de esta vacuna,
cuyos resultados se esperan a finales de 2020. El proyecto,
financiado por la Pox Protein Public Private Partnership
(P5) de la que forma parte la Fundacion Bill & Melinda
Gates, ha motivado que la investigacion sobre vacunas
preventivas anti HIV se contemple con un nuevo
optimismo, como se reflejé en la 212 International AIDS
Conference celebrada en Durban en 2016. Los primeros
datos sobre seguridad e inmunogenicidad de la vacuna
preventiva SAV001, que utiliza un virus genéticamente
modificado y desactivado, han sido prometedores (2).
También se estudian nuevas aproximaciones, entre las que
se encuentra la inmunoprofilaxis con vector (vectored
immunoprophylaxis). En ésta, se administran virus
diferentes al HIV para que en el interior de las células
generen anticuerpos ampliamente neutralizantes que
podrian atacar a todos los tipos HIV.

En el afio 2015, ensayos clinicos con la vacuna
terapéutica MVA-B administrada en combinacién con
antirretrovirales, demostraron que es un buen candidato
para mejorar las respuestas inmunes frente al HIV en
individuos infectados (3). Esta vacuna se desarrolla dentro
del proyecto Eurovac, financiado por la UE desde 1999,
con la participacion de un equipo dirigido por el Dr. M.
Esteban en el Centro Nacional de Biotecnologia del CSIC.
En ella se utilizan poxvirus, en particular los vectores
atenuados MVA-B y NYVAC (MVA, hace referencia a
Modified Vaccinia Ankara y B al subtipo HIV-B el méas
frecuente en Europa, mientras que NYVAC hace
referencia a New York vaccinia virus) (4).
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3. MECANISMOS MOLECULARES IMPLICADOS
EN LA INFECCION Y LATENCIA DE LOS VIRUS
HIV

A pesar de los progresos logrados, conseguir la
erradicacion del virus HIV con farmacos y/o vacunas
profilacticas o terapéuticas sigue siendo un objetivo muy
dificil, si no imposible. Como ya hemos dicho, HIV es una
infeccion que progresa hasta originar una enfermedad
(AIDS), pero antes de que esto ocurra existe un largo
periodo “durmiente” (de latencia) en el que el virus se
esconde en el ADN de la persona infectada. Como todos
los virus, HIV necesita utilizar la maquinaria que
contienen determinadas células del hospedador para
realizar la mayor parte de los pasos de su ciclo vital. En
este caso, las principales células diana son los linfocitos T
CD4+, que presentan en su superficie una proteina
receptora  miembro de la superfamilia de las
inmunoglobulinas llamada CD4 (cluster of differentiation
4). Aunque el virus también afecta a otras células del
sistema inmune innato, exhibe en ellas una menor
capacidad de replicacion.

El tropismo del HIV esta gobernado fundamentalmente
por la expresion de un complejo receptor en la superficie
de las células diana, a través del cual se produce la
interaccion entre la membrana viral y la celular y la
subsiguiente entrada de subparticulas virales por fusion.
Este complejo esta formado por la proteina viral gp120, la
proteina CD4 anteriormente mencionada y los
correceptores CXC 6 CC que se encuentran en las células
diana. Estos ultimos pertenecen a la familia de receptores
de citocinas, siendo los mas importantes CXCR4 y CCR5.
Cuando los linfocitos T CD4+ estan activados, tiene lugar
en ellos la replicacion virica que, cuando es masiva, lleva
aparejada su destruccion y la inactivacion del sistema
inmune del hospedador.

La entrada del HIV en los linfocitos T CD4+ activados
origina distintos procesos bioquimicos: elevacion de los
niveles del correceptor CCR5 (5), activacion de la
transcripcion reversa mediante un aumento de los
depdsitos de desoxirribonucledsido trifosfatos (dNTP),
liberacion de factores de transcripcion como NF-xB
(nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells), NFAT (nuclear factor of activated T cells) y P-
TEFb (positive transcription elongation factor-b) (6), y
promocion de algunas modifications epigenéticas como la
desacetilacién o metilacién de histonas y la metilacion del
ADN. Tras su entrada por fusion, las subparticulas virales
se liberan en el citoplasma y se inicia la transcripcion
inversa (RT) del ARN viral en ADN parcialmente
bicatenario que, junto con ciertas proteinas virales y
factores celulares, se transporta al nucleo donde copias
completas de ADN de doble cadena se integran en el
genoma celular. Estas copias sirven de molde a la ARN
polimerasa Il que, con la colaboracion de ciertas proteinas
y factores, producen los ARNs virales. Estos se exportan
después al citoplasma, donde forman estructuras virales
inmaduras que se liberan y transforman al mismo tiempo o
inmediatamente después en virus maduros.
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Una pequefia poblacién de aproximadamente 1/10° de
las células infectadas permanece en un estado durmiente o
de reposo (rCD4+), y en ellas, el virus no puede completar
la retrotranscripcion de su genoma ARN a ADN ni la
integracion de éste en el del hospedador, por lo que el
genoma virico persiste en su ndcleo durante largos
periodos de tiempo sin que pueda generarse ni expandirse
una progenie viral (7,8). Este fendmeno ocurre muy pocas
veces y es mas bien un hecho accidental, pero afecta a
todos los infectados por HIV siendo la causa mas
importante que impide su curacion.

Los linfocitos rCD4 generan una barrera fisica de
actina cortical que dificulta la entrada de nuevos virus y
producen muy pocas proteinas virales o ninguna debido a
que en ellos estan inactivos muchos programas de
transcripcion. También es posible que estos linfocitos se
sitien en lugares anatdmicos inaccesibles a las TCLs
(9,10). Uno de los mecanismos por los que se bloquea la
replicacion viral consiste en una disminucion de los
depositos de dNTP disponibles para que la transcriptasa
inversa catalice la sintesis del ADN complementario
(cDNA) viral. Esta circunstancia se produce por la
activacion del factor de restriccion SAMHD1, que produce
una enzima que hidroliza los desoxirribonucleésido
trifosfatos (ANTPs) y los convierte en fosfato inorganico
(iPPP) y 2’-desoxirribonucleésidos (11).

4. BUSQUEDA DE AGENTES REVERSORES DE
LATENCIA. ESTRATEGIAS SHOCK AND KILL

Desde hace algunos afios se ha explorado la
reactivacion del resorvorio de HIV-1 latente mediante la
administracién de farmacos dirigidos a contrarrestar los
mecanismos por los que éste se genera. Se trata de
promover la expresion génica viral en los linfocitos rCD4+
con la esperanza de que estas células infectadas mueran
como consecuencia de los efectos citopaticos de los virus y
de la respuesta inmune especifica natural o inducida (12).
La activacion global de las células T revierte la latencia,
pero es téxica (13), por lo que se buscan moléculas que no
activen a las células T en su conjunto. Si estos nuevos
farmacos, denominados agentes reversores de latencia
(latency-reversing agents, LRA), se combinan con terapias
antivirales o con vacunas terapéuticas, los virus
reactivados podrian ya multiplicarse, pero no podrian
infectar nuevas células (14).

Estas estrategias se denominan shock and kill porque
tratan de despertar al enemigo, hacerlo salir de su
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escondite y matarlo. Con ellas podria ser posible eliminar
las cepas resistentes y curar la infeccion, o al menos lograr
remisiones prolongadas libres de tratamiento terapéutico.

Debido a que los linfocitos rCD4+ son muy poco
frecuentes in vivo, se han utilizado en estos estudios
diversos modelos de latencia HIV-1 in vitro (15); quizas
por ello, bastantes resultados han resultado inconsistentes
(16,17). Se estima que si no se llega a conseguir la
reversion de la latencia se tardardn muchos afios en lograr
la deseada erradicacién del virus (18) por lo que, a pesar
de las dificultades, se han estudiado clinicamente varios
compuestos para conseguir este propoésito. Entre ellos se
incluyen inhibidores de desacetilasas de histonas (HDAC)
como vorinostat 'y romidepsina, que funcionan
fundamentalmente  por  mecanismos  epigenéticos;
disulfiram (Antabuse®), cuyo mecanismo como reversor
de la latencia viral parece implicar al factor nuclear NF-
kB; o el compuesto JQ1, que también funciona por
mecanismos epigenéticos. También se han estudiado
algunos agonistas de proteina cinasa C (PKC) como los
ésteres de forbol, la prostratina o la briostatina-1; agonistas
del receptor TLR9 como lefitolimod; anticuerpos del
receptor PD-1 como pembrolizumab; y ciertos farmacos
inmunomoduladores (19). La actividad de algunos
compuestos con diversas estructuras y mecanismos de
accion se ha ido descubriendo también utilizando técnicas
de cribado de alto rendimiento (20).

4.1. Inhibidores de histona desacetilasas (HDACS)

La acetilacién de las histonas afecta a la estructura de
la cromatina y supone una disfuncién en el control
epigenético, con alteraciones que conducen a la
tumorigénesis o a la apoptosis. Aunque las histonas no
interaccionan directamente con las polimerasas, su
modificacion afecta al modo en que el ADN se enrolla, lo
que influye en los genes que se expresan. Generalmente,
las histonas se encuentran en una forma desacetilada
debida a la accién de las HDACs, lo que se asocia a una
represion de la transcripcion. La acetilacion de los grupos
g-amino de los restos de lisina presentes en estas proteinas,
que estd catalizada por las acetiltransferasas de histonas
(HATS), elimina la basicidad de los grupos amino de dicho
aminoéacido y por tanto su carga positiva, lo que debilita
las interacciones electrostéticas entre las histonas y el
ADN facilitando el acceso a éste de los factores de
transcripcion y de las polimerasas (Figura 1).

213



M.2 del Carmen Avendafio Lopez

O

A

Histona o .
- Se dificulta el acceso
NH von O -P -0 —AB) [ — de factores de
T o transcripcion al ADN
HDAC
(0]
H
%/N ”\§
No hay
interaccion
Lys
Histona y ® Transcripcién
acetilada HN CHsy O-P -0 —AlN — favorecida

Figura 1. La acetilacion de las histonas aumenta la transcripcion del ADN.

Durante la latencia, los factores de transcripcion del
hospedador reclutan las enzimas HDAC1, HDAC2 vy
HDACS, inhibiendo asi la transcripcién proviral al impedir
el enlace de factores cruciales para el inicio de la
transcripcion virica. De ahi el interés de los inhibidores

HDAC para su posible desarrollo como agentes reversores
de latencia (21) y como agentes anticancer solos o
asociados a farmacos inmunomoduladores (22,23) (ver la
Figura 2).
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Figura 2. Ejemplos de inhibidores de HDACs estudiados como LRAs.

Hay que tener en cuenta que los inhibidores de HDACs
no inducen la activacion general de las células T ni la
secrecién de citocinas, y tampoco aumentan los niveles de
CD4, CXCR4 o CCR5, pero pueden mostrar efectos
secundarios debido a que la modificacion de los niveles de
acetil-histonas puede alterar la expresion de un gran
nimero de genes. Ademas, muchos de estos inhibidores
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pueden tener otras dianas alternativas; por ejemplo, en la
accion de vorinostat como LRA esta implicada también la
activacion de la via de sefalizacion PI3K/Akt (24).

En el afio 2005 el grupo del Dr. David Margolis, un
investigador de la Universidad de Carolina del Norte,
publicé en la revista The Lancet un estudio piloto que tuvo
mucha repercusién en la prensa, ya que apuntaba a que la
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infeccién HIV era curable. Este estudio mostraba que la
combinacion del antiviral enfuvirtida con &cido valproico,
un anticonvulsivante utilizado para tratar enfermedades
neurolégicas y psiquiatricas como la epilepsia o el
trastorno bipolar, reduce el nimero de linfocitos T CD4+
durmientes infectados con HIV-1 latentes (25). El equipo
de Margolis demostrd primero en estudios in vitro, que el
4cido valproico estimulaba la liberacién de los virus de
estas células (26), un efecto que se atribuyé a la inhibicién
de la enzima HDACL1 inducida por este farmaco. Esta
permitiria la iniciacion de la transcripcidn y la subsiguiente
produccion de proteinas viricas y viriones, seguida de la
muerte celular causada por la citotoxicidad inducida.
Paraddjicamente, el &cido valproico no activaba a las
células T CD4+ durmientes, por lo que no parecia claro
coémo se promovia la transcripcién del virus. De hecho, el
estudio piloto de Margolis provocd reticencias en el

mundo cientifico (27) hasta que finalmente otro estudio
con pacientes tratados con terapia antirretroviral de gran
actividad, que recibieron simultaneamente acido valproico,
demostré que su uso en la clinica no ejerce un efecto
complementario sobre el deterioro de los reservorios
latentes de HIV (28). A pesar de este fracaso, la hipotesis
de trabajo no se abandondé y dio paso a la blsqueda de
nuevos LRASs inhibidores especificos de HDACL1 (29).

Vorinostat, conocido también como SAHA
(suberoylanilide hydroxamic acid) o Zolinza® es un
inhibidor de HDACs mas selectivo que el &cido valproico
que pertenece al grupo de los acidos hidroxamicos. Estos
inhiben HDACs al actuar como quelantes del atomo de
Zn** que participa en la hidrélisis catalizada por estas
enzimas de los grupos acetilamino en las histonas
acetiladas (Figura 3).
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Figura 3. Interaccion de vorinostat con el sitio activo de la HDAC2 humana.

Vorinostat se aprob6 en 2006 por la FDA (no por la
EMA) para el tratamiento de linfoma de células T y de
mieloma mdltiple. En 2012, Margolis y su grupo
comprobaron que este farmaco no solo interrumpe la
latencia del virus HIV-1 in vitro, sino que también lo hace
en pacientes tratados con terapia antirretroviral (30).
Aislando los linfocitos T CD4+ circulantes de ocho
pacientes en los que la viremia se habia suprimido con
estas terapias, se observo que una Unica dosis de vorinostat
aumentaba los biomarcadores de la acetilacién e inducia
simultaneamente un aumento de 5 veces en el ARN viral
expresado en estas células, por lo que este trabajo supuso
una prueba de concepto para el posible uso de los
inhibidores de HDACs como agentes anti-HIV (31).
Ensayos clinicos posteriores corroboraron que tras la
interrupcion de la terapia antirretroviral, vorinostat induce
un aumento significativo de la transcripcion de los virus
latentes en la mayoria de los pacientes infectados (32). Sus
analogos givinostat y belinostat, y el péptido ciclico
apicidina (33), también han sido estudiados para reactivar
la latencia HIV.

El interés de romidepsina como agente reversor de
latencia HIV surgi6 de un estudio in vitro en el que se
trataba un modelo de células T latentes con tres
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inhibidores de HDAC:s: el ya citado vorinostat, un analogo
denominado panobinostat (Farydak®) aprobado en 2015
por la FDA y por la EMA para el tratamiento del mieloma
multiple, y la romidepsina. Esta Gltima, conocida también
como compuesto FR901228 o por su nombre comercial
Istodax® (34), se aprobé en 2009 por la FDA para el
tratamiento de ciertos tipos de cancer como la leucemia
periférica o cuténea de células T, aunque fue rechazado
por la EMA en 2012. En el estudio citado, la actividad de
los tres farmacos para revertir la latencia HIV fue paralela
a su actividad inhibidora de diversas isoenzimas HDAC
humanas, siendo el més potente de los tres la romidepsina.
Tras una terapia antirretroviral y 4 horas de exposicion a
una solucion de romidepsina 40 nM, los niveles
intracelulares de ARN virico en los linfocitos T CD4+
aislados de pacientes infectados con HIV, tanto los
durmientes como los activos, aumentaron unas 6 veces, y
esta expresioén persistio durante 48 h. La romidepsina
también aumentd los niveles extracelulares de ARN virico
y de los viriones, produciéndose el efecto reversor de la
latencia a dosis sustancialmente més bajas que las que se
utilizan en oncologia (35).

Romidepsina es un depsipéptido que se aislé de la
bacteria Chromobacterium violaceum procedente de una
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muestra de suelo y se desarrollé originalmente por la
empresa Fujisawa Pharmaceutical Company, denominada
ahora Astellas Pharma. Es un profdrmaco que se activa por
el glutation en el interior de las células a través de la
reduccion de su puente disulfuro. La cadena de cuatro

M.2 del Carmen Avendafio Lopez

carbonos terminada por uno de los dos grupos SH
originados en dicha reduccion, forma entonces un enlace
covalente con el Unico residuo de cisteina presente en el
bosillo de laenzima HDAC, inactivandola (Figura 4).

Romidepsina (FK-228)

Figura 4. Bioactivacion de romidepsina.

Entre los estudios shock and kill con romidepsina como
LRA mencionaremos los ensayos en fase I/l
NCTO01933594 realizados en EEUU. En ellos participan
infectados por HIV con una carga viral menor de 50
copias/mL tratados con un régimen q®ue contiene efavirenz
(Sustiva®), raltegravir  (Isentress®), o dolutegravir
(Tivicay®), a fin de identificar qué dosis de romidepsina es
segura y eficaz para reactivar el HIV latente en los
linfocitos rCD4+ (36). Entre los estudios que utilizan
combinaciones de romidepsina con vacunas terapéuticas
podemos citar los ensayos REDU I/lla, realizados en
Dinamarca con la vacuna terapéutica Vacc-4X, cuyos
resultados se dieron a conocer en la Conference on
Retroviruses and Opportunistic Infections (CROI)
celebrada en Boston en 2016. Los participantes, tratados
con terapia antirretroviral, recibieron 6 inyecciones de esta
vacuna y un adyuvante para aumentar sus propiedades
como inmunoestimulante, y 3 semanas después de la
Ultima inyeccion de vacuna recibieron 3 infusiones de
romidepsina en 3 semanas. Después de 8 semanas se
interrumpié el tratamiento antirretroviral durante 16
semanas, observéndose en la mayoria de participantes que
la carga viral permanecia por debajo de los niveles
detectables en presencia de ART, lo que indicaba que
Vacc-4x parece colaborar con el sistema inmune para
controlar los virus reactivados (37). En otro ensayo clinico
denominado BCNO2-Romi, realizado por investigadores
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del laboratorio Irsicaixa de Barcelona, se ha combinado
romidepsina con MVA.HIVconsv, un vector MVA que
contiene e inmunégeno HIVconsy disefiado por
investigadores de la Universidad de Oxford (38). Aqui se
administré primero una dosis de la vacuna a los 15
participantes que se encontraban en tratamiento
antirretroviral y tenian carga vira indetectable; en las
semanas 3, 4 y 5 se administraron tres dosis de
romidepsina; en la semana 9 otra dosis de vacuna v,
después de 8 semanas, se les suprimié la medicacion
antirretroviral. Las tres infusiones de romidepsina
produjeron en todos los participantes menos en uno
pequefios eventos de replicacion viral acompafiados de
incrementos temporales en |os niveles de linfocitos CD4+,
gue volvieron a la normalidad 3 dias después. A pesar de
estos repuntes virales derivados de la administracion de
romidepsina, la cantidad de ADN viral en los reservorios
no se alterd significativamente, por lo que su capacidad
para reducir el tamafio de los reservorios podria quedar en
entredicho. Sin embargo, la actividad de la respuesta
inmunitaria celular de los linfocitos CD8 se increment6
tanto tras la administracion de la vacuna como tras la
infusién de romidepsina, y pasé de ser muy amplia (frente
a todas las proteinas del HIV) a centrarse en las regiones
altamente conservadas del virus, lo que apuntaria hacia un
buen funcionamiento de la vacuna. De los 15 participantes,
13 llegaron a la fase de interrupcion del tratamiento
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antirretroviral pero, en 8 de los 13 casos, el rebote
virolégico se produjo dentro de las 4 primeras semanas
tras la interrupcion y volvieron a tratamiento
antirretroviral. En los 5 participantes restantes, la carga
viral solo repunté de forma intermitente a bajos niveles
para volver después a niveles indetectables. Tras 6, 12, 19,
20 y 28 semanas sin recibir tratamiento antirretroviral,
todos ellos continuaron con el virus bajo control (39). Los
resultados de este estudio son prometedores, aunque
arrojan numerosos interrogantes que los investigadores
deberén ir resolviendo, tanto a través de un andlisis de los
resultados como a la realizacion de nuevos ensayos
clinicos.

4.2. Disulfiram (antabuse®)

Este farmaco, utilizado para controlar el alcoholismo
por inhibir la enzima acetaldehido deshidrogenasa (Figura
5), es ademas un inhibidor PTEN. Esta es una
fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato  3-fosfatasa que regula
negativamente los niveles de PIP3 y funciona como un
supresor de tumores. Hace varios afios, el laboratorio del
Dr. Siliciano en la Johns Hopkins University encontr6 que
disulfiram podria revertir lalatencia HIV, lo que motivé la
puesta en marcha de un estudio piloto con pacientes HIV
positivos sometidos a terapia ART. En éste se encontr6
gue una dosis diaria de 500 mg de disulfiram mostraba
cierta actividad. Otro ensayo clinico utiliz6 dosis
superiores, de 2000 mg/dia, administradas a 30 pacientes
seropositivos tratados con ART. La administracién de
disulfiram durante un corto periodo de tiempo produjo un
aumento de ARN viral asociado a las células (40)
consistente con una reversion de la latencia, o que hace
suponer que se realizaran mas estudios para corroborar €l
interés de este farmaco como un LRA, ya que no induce
activacion general de las células T ni liberacion de
citocinas (41).

4.3. Agonistas PKC

Si se induce la translocacion al nicleo de factores de
transcripcion por activacion de ciertas vias de sefializacion,
se evita que aquellos permanezcan secuestrados en el
citoplasma. Los agonistas de la proteina cinasa C (PKC)
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pueden reactivar los virus HIV-1 latentes induciendo la
translocacion del factor nuclear kB (NF-«xB) y la via de
sefializacion AP-1 (activator protein 1). NF-xB es un
factor que regula la expresion génica en respuesta al estrés
ambiental, la radiacién y los factores de crecimiento.

Un gran namero de agonistas PKC son diterpenos en
los que el hidroxilo en la posicién 13 del forbol estd
esterificado. Estos compuestos se enlazan a la region
reguladora de estas enzimas en el mismo lugar que su
ligando fisioldgico, el diacil glicerol. Los més conocidos
son los productos naturales forbol 12-miristato-13-
acetato (PMA), 12-desoxiforbol-13-fenilacetato (DPP)
(42), y prostratina (12-desoxiforbol-13-acetato). Esta
Gltima, aislada de la corteza del &rbol Homalanthus
nutanss (tradicionalmente utilizada por los curanderos de
Samoa para tratar la hepatitis), ha sido objeto de varios
estudios junto con sus andlogos sintéticos (43). Los
ensayos clinicos con agonistas PKC requieren una
evaluacidn estricta de su toxicidad, porque pueden activar
la transcripcion de varias citocinas. Por ejemplo, la
briostatina-1, un macrélido ciclico aislado del organismo
marino Bugula neritina originalmente evaluado frente a
varios tipos de cancer, se ha investigado como un
adyuvante en la enfermedad de Alzheimer por su
implicacion en la formacion y activacién de las sinapsis y
como reversor de la latencia HIV por ser un potente
activador del factor NF-kB a través de la activacion de

PKCs (44). Desafortunadamente, briostatina-1 es
demasiado toxica para su uso clinico (Figura 6).
S CH4
HsC s CHa
HsC S
Disulfiram

Figura 5. Estructura de disulfiram.
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Figura 6. Agonistas PKC estudiados como agentes reversores de latencia.

Otros diterpenos, en su mayoria productos naturales
extraidos de plantas de la familia Euphorbia, revierten
también la latencia HIV (45).

4.4. Inhibidores BRD4. JQ1

Los residuos de lisina acetilados de la cromatina y de
otras proteinas son lugares de reconocimiento y enlace
especificos de proteinas epigenéticas “lectoras” que
contienen porciones denominadas bromodominios (BRDs)
y constituyen la familia BET (bromodomain extra-
terminal). En esta familia es particularmente importante la
isoforma BRD4, un bromodominio que promueve el
reclutamiento del factor B de elongacion transcripcional
positiva (P-TEFb) (46), que estd implicado en la
fosforilacion del dominio C-terminal de la ARN
polimerasa Il (RNAPII) esencial para que esta enzima
catalice la elongacion del ARNm y se biosinteticen
proteinas como c-Myc. Cuando BRD4 se inhibe por
compuestos como JQ1 se desactiva la transcripcion del
ADN (Figura 7) (47).
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Figura 7. Estructura del farmaco JQ1.

Desarrollado inicialmente como un farmaco anticancer,
se observo después que también reactiva los provirus HIV-
1 latentes y puede inducir brotes de virus en células T
CD4+ durmientes procedentes de pacientes tratados con
ART. JQ1 podria revertir la latencia del virus en terapias
de combinacién porque suprime la expresion de los genes
que activan a las células T y aumenta la actividad de la
proteina Tat (Trans-Activator of Transcription) del virus
HIV-1, incrementando el nivel de transcripciéon del ARN
bicatenario (48).

4.5. Agonistas de receptores TLR

Los receptores toll-like (TLRs) son glicoproteinas con
un dominio extracelular responsable del reconocimiento de
sus ligandos, una hélice de transmembrana, y un dominio
intracelular (Toll-like/IL-1 receptor) responsable de la
sefializacion. Estos receptores estdn implicados en las
respuestas inflamatorias y en la iniciacién de la respuesta
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inmune innata y adquirida, teniendo un importante papel
de defensa frente a diversos patégenos debido a que
reconocen una serie de patrones moleculares asociados a
ellos. Varios agonistas de estos receptores tienen la
capacidad de promover la replicacion viral activando el
factor NF-kB. Entre ellos se encuentran la proteina
globular flagelina que es reconocida por TLR5,

resiquimod (denominado también compuesto R-848) que
es reconocido por TLR7 y TLR8, agonistas de TLR7 como
vesatolimod (GS-9620, evaluado también frente a
hepatitis B, Figura 8), y varios oligodesoxinucle6tidos con
motivos CpG que son reconocidos por el receptor TLR9
localizado en el reticulo endopldsmico de las células
dendriticas plasmocitoides y de las células B (49).

Resiquimod

@@

YO . CHs
N N
H NH,
Vesatolimod

Figura 8. Estructuras de algunos agonistas de receptores TL reversores de latencia.

Lefitolimod, un agonista del receptor TLR9 conocido
también como MGN1703, es un novedoso agente reversor
de latencia perteneciente a una familia de compuestos
denominada  dSLIM® (double  Stem  Loop
Immunomodulator). Su desarrollo estd patrocinado por la
Universidad de Aarhus (Dinamarca) y por la compafiia
biotecnoldgica alemana Mologen AG, especializada en el
desarrollo de farmacos innovadores en el campo de la
oncologia y de las enfermedades infecciosas.

Lefitolimod se desarrolla actualmente para el
tratamiento del carcinoma colorectal, carcinoma de
pulmon de células pequefias y otros tumores avanzados,
solo o en combinacibn con el anticuerpo
inmunomodulador ipilimumab (Yervoy®), aprobado en
2011 por la FDA y la EMA para el tratamiento del
melanoma metastatico y en estudio para otros tipos de
cancer. También se investiga en infecciones por HIV. Los
resultados preliminares del estudio NCT02443935 (50)
indicaron que lefitolimod es inocuo para las personas
seropositivas. El estudio TEACH (Toll-like receptor 9
enhancement of antiviral immunity in chronic HIV
infection) comenz6 en junio de 2015 para investigar si
puede activar el sistema inmune innato y adquirido en
pacientes HIV-positivos y aumentar la destruccién de las
células infectadas. La empresa ha anunciado en la Annual
Conference on Retroviruses and Opportunistic Infections
(CROI) celebrada en febrero de 2017 en Seattle (EEUU)
que, al igual que otros LRA, lefitolimod activa durante la
terapia antirretroviral las células asesinas naturales
(natural Killer cells, NK) en pacientes HIV positivos (51),
las células dendriticas plasmacitoides (pDC), y las células
T, por lo que podria jugar un papel en la erradicacion del
HIV por estrategias shock and kill.

El disefio y las caracteristicas estructurales de este
farmaco merecen un ligero comentario (52). Se trata de un
oligonucleétido que contiene motivos en los que un
nucleétido de citocina va seguido por uno de guanina en la
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direccion  5’-C-fosfato-G-3° (CpG  sites).  Estas
subestructuras, que se encuentran con frecuencia en
bacterias y virus, pueden ser reconocidas por el receptor
TLR9 vy sirven para detectar infecciones viricas
intracelulares. La baja estabilidad metabdlica de los
oligonucledtidos requiere que en el disefio de farmacos que
los imiten se modifique su esqueleto, por ejemplo
cambiando los grupos fosfato por grupos tiofosfato, pero
con ello se introduce la correspondiente toxicidad. En el
caso de lefitolimod, se disefiaron moléculas de ADN de
una sola hebra cerradas covalentemente (dSLIM®), con
dos lazos que contienen motivos C-G que estan conectados
con un véstago de doble hebra, sin incorporar ningln
componente no natural. La eficacia inmunomoduladora de
los compuestos dSLIM® depende de su forma y tamafio,
siendo el mas potente MGN1703 (lefitolimod). En éste, el
vastago contiene 28 pares de bases y cada lazo 30
nucleétidos entre los que hay tres pares C-G. Cualquier
variacion en la longitud del vastago y en el tamafio del
lazo reduce la potencia (Figura 9).
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Figura 9. Representacién esquematica de lefitolimod
(MGN1703) y otros compuestos de la familia dSLIM® (double
stem loop immunomodulators). Las porciones en rojo de los
lazos representan pares C-G.

Para su evaluacion, se utilizaron primero como
sistemas modelo células especificas de distinto origen,
confirmandose después los datos empleando células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) de donadores
sanos. Algunos estudios de binding sugieren que la
interaccion de TLR-9 con porciones de ADN requiere que
éste sea de una sola hebra. Si fuera asi, los ADNs de doble
hebra bacterianos se tendrian que degradar primero en los
endosomas, gracias a sus condiciones acidas, para dar
mdaltiples fragmentos de una sola hebra con el motivo CG,
y éstos serian la sefial reconocida por TLR-9 para su
traduccion.

En el caso de MGN1703, los motivos C-G localizado
en los lazos de una sola hebra pueden interaccionar
directamente con TLR-9 estimulando la secrecion de
citocinas (interferones IFN-a, IFN-y, e interleucinas IL-12,
IL-6, e IL-2) y activando las células inmunes por aumento
de la expresion de CD80, CD40, y otras proteinas
implicadas en diversas vias de sefializacion.

4.6. Anticuerpos PD-1. Pembrolizumab

Varios anticuerpos se estan estudiando como posibles
agentes reversores de latencia HIV (53). El receptor PD-1,
expresado normalmente en las células T, esta
sobreexpresado cuando estas células son disfuncionales.
La funcion promotora de inmunidad de las células T se
restablece con anticuerpos que blogqueen la interaccién de
dicho receptor con sus ligandos PD-L1 y PD-L2. Como los
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linfocitos CD4+ infectadas con virus latentes también
suelen expresar PD-1, estos anticuerpos podrian revertir la
latencia viral. Este es el caso de pembrolizumab
(lambrolizumab, MK-3475, Keytruda®), un anticuerpo
monoclonal (mAb) muy selectivo para el receptor PD-1
que se aprobé por la FDA en 2014 contra el melanoma
metastésico y esta siendo evaluado en ensayos clinicos con
pacientes HIV (54).

5. CONCLUSIONES

La reversion de la latencia requerird probablemente el
uso de diversas combinaciones de farmacos, seglin parecen
demostrar ensayos ex vivo en los que se cuantifica la
produccion de ARNm intracelular de HIV-1 y la
produccion de viriones. En una de estas combinaciones
podrian utilizarse agonistas PKC con JQ1 o con
inhibidores de HDA (55). Varias revisiones sobre este
tema sefialan los progresos logrados en el conocimiento de
los mecanismos celulares implicados en la latencia viral,
asi como los esfuerzos realizados para evaluar el tamafio y
la composicidon del reservorio latente y caracterizar y
desarrollar anticuerpos y linfocitos T citoliticos que
neutralicen multiples subtipos de virus HIV-1. También es
de interés el desarrollo de modelos animales para el
estudio de la latencia HIV y de estrategias terapéuticas que
conduzcan a su erradicacion (56). Actualmente se estan
llevando a cabo ensayos clinicos con combinaciones de
vacunas inductoras de linfocitos T CD8+, anticuerpos
monoclonales neutralizantes de amplio espectro de accion
y activadores del reservorio viral. Es predecible que en los
préximos afos se establecerdn protocolos que reduzcan el
tamafio de estos reservorios, lo que abrira esperanzas a la
eliminacién del HIV en los pacientes infectados.
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