TRABAJO DE FIN DE GRADO

Grado en Farmacia

Universidad
Europea

RESISTENCIA A LA
INFECCION POR VIH A
TRAVES DE LA DELECION
DEL CORRECEPTOR CCR5

Autor: AINARA PINEDA SANCHEZ

Villaviciosa de Odon, (14/06/2022)



RESUMEN

Alrededor de 80 millones de personas se han infectado por el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), desde que en 1983 fue descubierto por Luc
Montagnier, considerandose una de las pandemias méas importantes de la historia y que
desgraciadamente no ha terminado. Este virus entra a los linfocitos T CD4+ a través del
receptor CD4 y los correceptores CCR5/CXCR4, generando en los pacientes un estado
de inmunodepresion progresiva. Hasta el momento, la administracion cronica de la
terapia antirretroviral (TAR) ha sido la Unica manera de paliar la infeccién. Ahora muchas
investigaciones se centran en el correceptor CCR5 ya que presenta un papel
imprescindible en el proceso de infeccion y ademas se han identificado personas
resistentes al VIH de manera natural, debido a la presencia de lo que se conoce como la
mutacion CCR5-A32. Se trata de una mutacion poco habitual (presente en el 1% de la
poblacion caucasica) y que consiste en la delecion de 32 pares de bases del gen CCR5.
De esta forma, se impide la expresién de la proteina en la superficie celular y se consigue
que el virus no entre en las células. El objetivo es producir esta condicion en la poblacion
celular de los pacientes VIH-positivos a través de diferentes estrategias como
herramientas de edicion genética (CRISPR/Cas9, TALEN's, ZFN) o a través de
trasplantes de células madre de donantes homocigéticos para CCR5-A32. A pesar de los
esfuerzos realizados, solo se ha logrado curar a tres personas: el paciente de Berlin, el
paciente de Londres y el reciente caso de la paciente de Nueva York. No obstante, los
hallazgos obtenidos impulsan al mundo de la ciencia a seguir investigando para alcanzar

la erradicacion completa del VIH.
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1. INTRODUCCION
1.1.Pandemiade VIH/SIDA

El virus de la inmunodeficiencia humana, conocido como VIH, es capaz de generar una
inmunodepresidn progresiva en los seres humanos, pudiendo producir el sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (Sida) y en consecuencia ser letal si no se aplican medidas
terapéuticas (Cordeiro et al., 2008).

Este virus, responsable de generar lo que se conoce como pandemia del VIH/Sida, no fue
descubierto hasta 1983 por un cientifico francés, Luc Montagnier. Pese a que hoy en dia,
se tiene el conocimiento de que el primer caso de Sida en el mundo data en 1959 en la
Republica Democrética del Congo, 1981 es el afio en el que se considera que comienza la
pandemia. En este momento, solo se sabia que habia un gran nimero de personas
infectadas que padecian de sintomas diversos como manchas roséceas en la piel,
neumonias provocadas por Pneumocystis jirovecii o Sarcoma de Kaposi (Gargantilla et
al., 2020). Mas tarde se observO que muchos de los pacientes compartian dos
caracteristicas principales: la homosexualidad y la inmunosupresion, especificamente un

descenso abrupto en sangre de linfocitos T CD4+.

La evolucion de los casos no era favorable, muchos de ellos acababan falleciendo. En
1985 ya se disponia de la técnica ELISA para detectar el virus y también en 1986 del
primer tratamiento antirretroviral (TAR) efectivo, la zidovudina (Gargantilla et al., 2020).
Pese a estos hallazgos, el Programa de Sida de las Naciones Unidas (ONUSIDA), estima
que hubo més de 14.000 casos diarios en 1999, siendo 53 millones de personas el nimero
de casos desde el comienzo de la pandemia y 19 millones de muertes (Casabona et al.,
2001).

Son cifras verdaderamente desoladoras que desgraciadamente dos décadas después
siguen siendo elevadas. Al terminar 2020, habia un total de 37,7 personas infectadas en
el mundo, habiéndose contagiado 1,5 millones solo en ese afio. En el cierre de 2021, cerca
de 28 millones tenian acceso al TAR. Gracias al desarrollo cientifico que ha habido, las
nuevas infecciones por el VIH han disminuido en un 52% con respecto 1997 y el nimero

de muertes en un 47% en comparacion al pico de 2004 (ONUSIDA).



Estos datos son esperanzadores y muestran el resultado de todos los avances realizados
hasta la fecha, especialmente en cuanto al descubrimiento de las particularidades del virus
que hacen que sea tan dificil solventar la infeccion y al TAR u otros tipos de tratamientos

aplicados.

1.2. Descripcidn del ciclo vital del VIH
Para comprender adecuadamente los objetivos del trabajo, es esencial primero conocer
aspectos basicos del VIH como es su estructura, su ciclo vital y el papel que juegan

algunos elementos del virus.

El ciclo bioldgico del VIH se podria dividir en dos partes, una fase temprana que incluye
la entrada en la célula e integracion en el genoma celular y una fase tardia de transcripcion

del genoma viral y formacion de la nueva progenie (Alcami et al., 2001).

De esta forma, el virus entra a las células a través de la unién de la proteina gp120 a los
dominios D1 y D2 de un receptor especifico, la molécula CD4, que se encuentra
principalmente en linfocitos T colaboradores. Debido a esta union, ocurren cambios
conformacionales que provocan la exposicion del dominio V3 de la gpl20 que
interacciona con los correceptores CCR5 y/o CXCR4, provocandose entonces la
exhibicion del N-terminal de la gp41 (Figura 1). Esta proteina lo que genera es la fusion
directa de la membrana celular y la viral, permitiendo que el virus penetre en el interior

de la célula.

Union a CD4 Desplegamiento de la gp120 Insercion del Fusién de
Unién al correceptor péptido de fusién membranas

Figura 1. Fases de la entrada del VIH a la célula (Alcami et al., 2001)



La capside se desestructura y la enzima retrotranscriptasa queda liberada y activada para
realizar la transcripcion reversa en el complejo de preintegracion (complejo
ribonucleoproteico que se encuentra en el citoplasma de la célula), y posteriormente
transportarlo al ntcleo celular. En este proceso las dos cadenas de RNA se convierten en
una doble cadena lineal de DNA que se transporta al nlcleo de la célula ya infectada
(Alcami et al., 2001).

A continuacion, el DNA del VIH se integra al azar en el genoma celular por la accion de
la integrasa. Esta enzima lo que hace es eliminar dos pares de bases en el extremo 3"de
cada cadena exponiéndose un dinucleétido citosina-adenina (C-A), muy habitual en todos
los retrovirus (Santana et al., 2003). Asimismo, el extremo 5°del DNA se corta por
transesterificacion para poder unir ambos extremos (3 del DNA viral con el 5°del DNA

celular.

Una vez integrado, hay que tener en cuenta que la infeccion por VIH puede seguir
diferentes caminos: mantenerse de forma latente, sequir replicando de forma contralada
o por el contrario de forma excesiva hasta producir dafio citopatico a la célula (Alcami et
al., 2001). Dependiendo del estado en el que se encuentre la célula infectada, se seguira
un camino u otro. Por lo que, si se encuentra en reposo, se mantendra en latencia viral sin
realizar replicacion mientras que en el estado de activacion comenzaria lo que se ha

descrito anteriormente como fase tardia.

El genoma viral se encuentra cercado por repeticiones terminales largas (LTRs), teniendo
en el LTRs 3"un sitio de poliadenilacion y en el LTRs 5'un promotor (Santana et al.,
2003). La RNA-polimerasa Il celular comienza a transcribir el genoma requiriendo
también la accion de la proteina reguladora Tat, y generando un transcrito primario que
puede desempefiar dos funciones: actuar como RNA genomico o ser procesado para
formar un Unico RNA mensajero (RNAm) que mas tarde sufrird un procesamiento para
crear transcritos de distintos tamarfios y la posterior traduccion de cada uno para codificar
proteinas (Figura 2). La regulacidn de estos procesos es indispensable, y es realizada por

Rev.

Al estar sintetizadas ya las proteinas, comienza el ensamblaje con el fin de generar nuevos
viriones. Vif y Vpu participan en la maduracion postraduccional junto con la proteasa

viral que tiene también un papel clave ya que procesa los precursores Gag y Gag-Pol en
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las proteinas de la nucleocapside, la retrotranscriptasa y la proteasa viral. La maduracién

de los precursores de gp120 y gp41 la realiza una proteasa celular (Alcami et al., 2001).

Estas particulas en formacion son todavia no infecciosas, tiene que ocurrir la gemacion
(Budding), es decir, la expulsién de los viriones al medio extracelular para terminar de
madurar y convertirse en virus ya infecciosos. Este paso se encuentra regulado por Vpu
(Alcami J., 2008).
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Figura 2. Esquema del ciclo de vida del VIH (Kleinpeter et al., 2020).

1.3. Papel del correceptor CCR5 y CXCR4

Como se ha mencionado con anterioridad, a parte del receptor especifico CD4 se
necesitan una serie de correceptores, CCR5 y CXCR4, fundamentales también para la
infeccion. Especialmente se mencionara la implicacion de CCR5 ya que es el correceptor

que se ha usado para las estrategias de curacién del VIH.

Ambos son receptores de quimioquinas de la familia de receptores acoplados a proteina

G, por ello, contienen un dominio C-terminal intracitoplasmatico y otro N-terminal
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extracelular con siete regiones transmembranales. El VIH se une a este dominio N-
terminal del CCR5, en cambio, los ligandos propios de este correceptor se unen a regiones

superpuestas tratando de competir con el virus para poder llevar a cabo la union.

CCR5 se localiza en las balsas lipidicas de la membrana plasmatica en la superficie de
algunas células como linfocitos T CD4+. Su expresion, que se regula por la correlacion
inversa con CCL5/RANTES (uno de los ligandos preferente), varia a lo largo del tiempo
de la infeccién siendo mayoritaria en la primera etapa y estabilizdndose durante al menos
la fase asintomatica (De Silvaet al., 2004). Ademas de su funcién quimiotactica, presenta
capacidad para realizar la coactivacion celular puesto que promueve que se expresen

marcadores de activacion e induce la proliferacion y division celular.

De este modo, CCR5 presenta caracteristicas suficientes para ser considerado una
molécula clave en la infeccién por VIH ya que participa tanto en la entrada del virus como
en el proceso de activacion de la propia célula infectada. No obstante, el valor de este
correceptor se encuentra también en la posibilidad que existe de modificarlo por la
presencia de polimorfismos genéticos naturales o a través de estrategias que se han

desarrollado con el fin de evitar su expresion y asi reducir la propagacion del virus.

1.4. Delecion de CCR5 en una parte de la poblacion: resistencia natural
a la infeccion.

En 1996 se descubri6 una mutacion del gen CCR5 que genera la ausencia de la expresion

de la proteina correspondiente en la superficie de la célula. Esto se debe a la delecion de

32 pares de bases (pb) de la regidn codificante del gen y se establecié como la variante
alélica CCR5-A32 (De Silva et al., 2004).

El gen CCR5 se encuentra en el cromosoma humano 3p21.31 (OMIM) y es considerado
altamente polimorfico. Al eliminarse 32 nucle6tidos (Figura 3), durante el proceso de
traduccidn, el codon de stop aparece mas temprano y desencadena la formacion de un
péptido truncado que no tiene ni los ultimos tres dominios transmembrana ni los bucles
extracelulares e intracelulares tipicos de la molécula CCR5 (De Silva et al., 2004). A
razon de esto, la proteina mutada es incapaz de llegar a la superficie celular y permanece

en el citoplasma, concretamente en el reticulo endoplasmatico de la célula.
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Figura 3. llustracion de la delecion de 32 pb del gen CCR5 (De Silva et al., 2004)

Como cada gen posee dos alelos, esta mutacion puede aparecer en uno de ellos y
denominarse heterocigota o puede estar en ambos y por tanto ser homocigota. La
presencia de la variante alélica en los linfocitos T CD4+ y demas células, aporta a los
individuos una resistencia natural a la infeccién por VIH de cepas con tropismo X5. Se
considera casi completa en los casos homocigotos (CCR5A32/A32) al carecer de este
receptor y en heterocigotos (CCR5wt/A32) genera un retraso de hasta 2-3 afios, en la
evolucion de la enfermedad ya que se expresa el receptor, pero siendo menos funcional
(Lopalco et al., 2010).

Se ha establecido por citometria de flujo que la cantidad de moléculas CCR5 por linfocito
T CD4+ en un individuo homocigoto, es de aproximadamente entre 4000-24000. La
frecuencia de aparicion (Figura 4) de la mutacion homocigética y heterocigética es mayor
en la poblacion caucésica (alrededor de 1% y 20% respectivamente) pues en asiaticos y

africanos es casi nula (De Silva et al., 2004; Psomas et al., 2010).

8.0 percent or above [ y
0.1t0o7.9 percent | y

0.0 percent | 0.0

Figura 4. Mapa del gradiente de aparicion de la variante alélica CCR5-432 (de Silvaet al.,
2004)



Este aspecto genera mucho interés ya que lleva a preguntarse por qué las frecuencias
alélicas de CCR5-A32 varian entre las poblaciones. Existe discrepancia de opinién entre
los diferentes autores en cuanto al tiempo que hace que surgio la primera delecion,
considerando que ocurri6 en un rango de hace aproximadamente 700-1400 afios. Sin
embargo, si coinciden en que la distribucion de frecuencias puede estar influenciada por
un proceso de selecciéon natural. Muchos autores creen que este proceso en Europa se
encuentra relacionado con la presencia de grandes epidemias como la peste y la viruela
en aquellos afios. Establecen que la presencia de este alelo es un factor de proteccion
frente a ambas enfermedades, fundamentalmente frente a la viruela (De Silvaetal., 2004).
Asimismo, al afectar a personas jovenes y al presentar similitud con respecto a la etiologia
del VIH, se considera esta enfermedad como un medio para forzar la seleccion natural de
la mutacion del gen CCR5. Ademas, la tendencia norte-sur de las frecuencias en Europa
creen que se debe a que se generd en el norte (donde se alcanzan los niveles mas altos) y
después se extendid hacia el sur a causa de los desplazamientos vikingos en los siglos
VII-X.

Hay que resaltar que presentar esta delecion proporciona ventajas como la mencionada
antes, pero ademas resulta primordial en el caso de parejas serodiscordantes visto que una
de las formas principales de transmision es por via sexual. Al ser serodiscordantes, es
decir, un miembro es VIH positivo y otro VIH negativo, si la persona sana es
CCR5wWt/A32 o CCR5A32/A32 se puede decir que la susceptibilidad a infectarse es

menor.

1.5. Estrategias de curacion

Otro de los puntos relacionados con el VIH en el que se ha avanzado mucho, es en el
tratamiento y curacion de la infeccion. Tratar el VIH es necesario para evitar la evolucion
a Sida y por tanto conseguir que la persona viva adecuadamente, ademas de impedir con
ello también; la transmision del virus. Esto es lo que se denomina tratamiento funcional,
ya que se disminuye la replicacion viral a niveles indetectables y se obtiene un recuento
adecuado de linfocitos T CD4+ (Rodriguez-Mufioz et al., 2019). Se logra a través del uso
del TAR, que incluye 4 clases de farmacos dirigidos a diferentes puntos del ciclo vital del
VIH, existiendo: (Alcami J., 2008)

o Inhibidores de la retrotranscriptasa (analogos o no a nucledsidos)



o Inhibidores de proteasa
o Inhibidores de integrasa

o Inhibidores de la entrada

Lo mas comun es la combinacion de dos inhibidores de la transcriptasa inversa analogos
a nucledsidos y un tercer agente de clase diferente. Se deben de usar de por vida, dado
que, si no se realiza la terapia de esta forma, se reactivara el desarrollo de la infeccién y

volvera a ser el virus el que controle el sistema inmune.

Ademas, hay que tener en cuenta que el TAR no actla sobre los reservorios de VIH
latente, lo que hace que junto con la elevada adherencia que hay que tener, esta terapia

sea efectiva pero incompleta.

Por otro lado, estan las terapias centradas en la erradicacién del virus, es decir, en eliminar
de forma completa todos los virus del VIH que se encuentren en la persona infectada
(Rodriguez-Mufioz et al., 2019). Estdn menos desarrolladas puesto que es un campo de
investigacion muy dificil debido a caracteristicas propias de la infeccion por VIH como
son la existencia de los reservorios, la aparicién de multitud de resistencias; y la capacidad

para evadir el sistema inmune.

Como consecuencia se sigue investigando para conseguir otras estrategias de curacion,
como la que se describira en este trabajo, que puede considerarse tanto terapia funcional
como de erradicacion y se encuentra fundamentada en la importancia del correceptor
CCRS.

2. OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo es analizar las diferentes estrategias de curacion del

VIH que se consiguen a través de la delecion de CCR5.
En cuanto a los objetivos especificos, son los siguientes:

a) Determinar en qué consiste la delecion del gen CCRS5.

b) Investigar a nivel bibliogréafico, diferentes técnicas realizadas para lograr la delecién
del gen CCR5.

c) Describir casos clinicos de trasplante de médula dsea/cordon umbilical de donantes
CCR5wt 0 CCR5A32.



3. METODOLOGIA

Para la elaboracion de este trabajo, se han realizado las busquedas bibliograficas
fundamentalmente en la base de datos de PubMed y a través del buscador de Google
Scholar. En cada herramienta se ha usado una estrategia diferente ya que se puede dividir
la busqueda en dos apartados:

1. Informacion general sobre el VIH

2. Ladeleccidn del correceptor CCR5 v las estrategias por las que se consigue

Para el primero de ellos se ha usado el motor de busqueda Google Scholar, tratando de
buscar articulos generales a cerca del VIH. Para ello se seleccionaron una serie de
descriptores, a los que siempre se unia el término “vih”, por ser el tema principal del
trabajo. Los operadores booleanos "AND™ y "OR" se utilizaron para ajustar los diferentes

términos y generar la formula de busqueda:

Descriptor y Articulos Articulos
qualifier Busqueda formulada | encontrados | seleccionados
Retrovirus retrovirus AND vih 7600 1
Historia (historia AND 15000 2
+
. andemia) AND (vih
Pandemia vih g ) (vih)
Ciclo bioldgico ciclo bioldgico AND vih 11000 3
Cura funcional cura funcional AND vih 11100 1

Tabla 1. Metodologia aplicada en Google Scholar (fuente propia)

Todas estas busquedas se acotaron por fecha de publicacién y por idioma, seleccionando
desde el afio 2000 hasta 2022 y articulos disponibles en espafiol. Ademas, se establecid la
busqueda por orden de relevancia y se seleccionaron aquellos articulos que tenian

disponible el acceso completo al texto.

En cuanto a las busquedas en PubMed, cabe destacar que en algunos casos se conocian
datos de interés (como el autor principal) y en otros se realizaba la busqueda como se ha
mencionado antes, a través de descriptores combinados por el uso de operadores

booleanos y restringiendo con distintos filtros:



AND hiv

Busqueda Filtros aplicados Articulos Articulos
formulada encontrados seleccionados
resistance allele ccr5 Free full text
AND hiv Results by year: 74 3
2000-2022
(hiv[MeSH Terms]) Free full text
AND (Tebas, Publication date: 38 2
Pablo[Author]) 10 years
gene editing Free full text
technologies ADN Results by year: 113 4
hiv 2012-2022
Free full text
cycle maturation Article type:
AND hiv Review 31 1
Publication date:
10 years
((stem cell
transplantation-
[MeSH Terms]) AND Free full text 6 2
(hiv) ) AND (Henrich
TJ[Author])
(Hutter G[Author])
AND (stem cell
transplantation[MeSH Free full text 14 1
Terms])
Timothy Ray Brown Free full text 1 1
CCR5 AND Free full text
hematopoietic stem Publication date:
cell transplantation 10 years 57 2

Tabla 2. Metodologia aplicada en PubMed (fuente propia)
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Cabe destacar que a través de la bibliografia de ciertos articulos como los del autor Pablo
Tebas, se accedio a publicaciones de interés, referenciando tres de ellas en el presente

trabajo.

Debido a laactualidad del tema, no se han encontrado publicaciones oficiales relacionadas
con el caso de la primera mujer curada de VIH. Por ello, se ha accedido a la informacién
consultando directamente los materiales disponibles de la Conferencia de Retrovirus e

Infecciones Oportunistas realizada en febrero de este mismo afio.

Asimismo, se han u otros recursos como la base de datos OMIM-Herencia mendeliana en
linea en el hombre, buscando directamente el gen de interés CCR5 y seleccionando la
primera entrada, que es la correspondiente al receptor 5 de quimioquinas con motivo CC.
Mencionar igualmente el uso de ONUSIDA, la web oficial de las Naciones Unidas sobre

el VIH/Sida, para consultar datos actuales y fiables del estado de la epidemia del SIDA.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Técnicas de interferencia del gen CCR5

4.1.1. Nucleasa de dedos de zinc (ZFN)
Pese a la administracion de terapia antirretroviral, las células CD4+ de un paciente

infectado por VIH, se encuentran limitadas funcionalmente. Por este motivo, se estan
tratando de desarrollar técnicas con las que editar el gen CCR5 con el fin de evitar la
expresion de la proteina correspondiente en superficie y asi lograr las ventajas que se han

mencionado con anterioridad.

Las estrategias basadas en el reconocimiento de ADN-proteina, como son las nucleasas
de dedos de zinc (ZFN) y nucleasas de tipo activador de transcripcion (TALEN’s), han
sido las mas utilizadas hasta el momento. El autor Pablo Tebas, junto con mas
compafieros, publicé en 2021 un estudio sobre el aumento de inmunidad que provoca la
infusion de células CD4+ editadas con ZFN (Tebas et al., 2021), asimismo en 2014 realiz6

uno muy similar del que se toma como referencia el grupo control (Tebas et al., 2014).

Las ZFN, es una herramienta de ingenieria genética formada por motivos proteicos
Ilamados dedos de zinc. Cada uno consta de alrededor de 30 aminoacidos que se pliegan
en configuracién Bpa conservada y tienen capacidad para reconocer trinucle6tidos de una

secuencia determinada de ADN (por la hélice ). Se fusionan a una enzima de restriccion
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de la bacteria Flavobacterium okeanokites, la nucleasa Folk (Figura 5) modificada para
solo unir el dominio de escision que corta el ADN y de esta forma producir la delecién de
una parte del genoma, en este caso el gen CCR5. Mas tarde se repara el ADN por unién

de extremos no homologos (Carrol D., 2011).

O
al Tl(_:IAI_"Tl[g:Jg]T‘b labr Tclndn [NInINTAlAlAId TG clalalalalcle

Spacer Target DNA sequence
- Haaln 3

llllulllll\\

ZFN-1

Figura 5. Representacion esquematica de la técnica ZFN (Manjunath et al. 2013)

Para ello se seleccionaron a 14 personas infectadas de manera cronica por VIH y se
dividieron en tres grupos (Tabla 3). Habian suprimido el TAR vy recibieron tratamientos

previos como ciclofosfamida (CTX) con el fin de provocar linfodepresion.

GRUPO 1 2 3
N.° participantes 3 6 5
Genotipo de los CCR5 wt/wt CCR5 wt/wt CCR5 wt/ A32
participantes
Tratamiento SinCTX CTX=1g/m? (dosis | CTX=1,5g/m? (dosis
aplicado + baja) + alta) +
CD4+ aut6logos CD4+ auto6logos CD4+ auto6logos
editados editados editados

Tabla 3. Resumen de las caracteristicas del estudio publicado por Tebas et al., 2021

El proceso por el cual se modificaron las células autélogas consistid en purificar los
linfocitos T CD4+ y someterlos a electroporacion para introducir los ARNm de ZFN
(dirigidos a CCR5). Seguidamente se incubaron las células a 30°C, se activaron y se
cultivaron ex vivo en condiciones de perfusion para finalmente lavarlas y ser

crioconservadas.

A cada uno se le realizé una Unica infusion de 10.000 millones de células, a excepcion de
uno de los participantes del grupo 2 que recibié 6.600 millones por un problema durante
el proceso de expansion de los linfocitos T CD4+ (Tebas et al., 2021). Este hecho no ha

tenido relevancia ninguna con respecto a los resultados obtenidos.
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Durante las 16 semanas de suspension del tratamiento, en comparacion con el grupo de
control, todos los participantes tuvieron el rebote de viremia de VIH (carga viral > 200
copias/mL) maés tarde, alcanzando el maximo en la octava semana. La disminucién de
células CD4+ durante este periodo fue mucho menor que la que se producia antes de
aplicar el tratamiento. A su vez, el nimero especifico de células editadas, es decir, de
aquellas que no tienen expresion de CCRS5, disminuyd también a lo largo de todo el
tiempo de estudio (Tebas et al., 2021). Ademas, se observo que esta terapia no generaba
un cambio en la cantidad de reservorio viral, el principal obstaculo de las estrategias de
curacion del VIH. Por estas Gltimas razones, se recomendd a los participantes a retomar
el tratamiento antirretroviral una vez acabaran el tramo de suspension del tratamiento en

estudio.

El estudio expone resultados reveladores puesto que solo con el aumento del periodo de
tiempo que tarda el VIH en volver a replicar, se indica que la delecién del CCR5 provoca
una mejora en la inmunidad de los pacientes. Esto se debe a que la infusion en sangre de
células carentes del gen CCR5, genera dificultad al virus para propagarse ya que, en estas,
no es capaz de entrar ni tampoco de replicar. Se produce entonces la disminucion de la
carga viral, unicamente de manera temporal pues se encuentra inversamente relacionada
con el nimero de células CD4+ editadas presentes en sangre. A medida que pasa el tiempo
de estudio, se reduce la cantidad de células genéticamente modificadas en circulacion
sanguinea, posiblemente a causa de muerte celular o transferencia a érganos, lo que
conlleva al VIH a tener a su alcance mas células aptas para poder replicar y por tanto

conseguir un aumento de la carga viral.

El hecho de que cuantas mas células editadas hay en sangre menos carga viral se detecta,
respalda el pensamiento de que la interferencia del gen y la consecuente ausencia de la
expresion del correceptor CCR5 en la superficie celular, provoca un retraso en la
evolucion de la enfermedad en personas ya infectadas, e incluso puede generar resistencia
completa a la infeccion en personas que todavia no la padecen. No obstante, es probable
que fuera necesario modificar al menos el 99.9% de las células CCR5+ para que se
pudiera conseguir un efecto significativo sobre el tamafio del reservorio viral (Davenport
etal., 2019.)
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4.1.2. Repeticiones palindromicas cortas agrupadas regularmente interespaciadas
(CRISPR/Cas9)
En 2013 empez6 a desarrollarse otra técnica con un fundamento diferente a las

mencionadas anteriormente. Actualmente existe un auge en el uso de CRISPR/Cas9,
concretamente el sistema Il de Streptococcus pyogenes para realizar ediciones genéticas.
De manera simplificada, su funcionamiento se basa en dos componentes (Figura 6): un
ARN guia (ARNQg), y la proteina Cas9 (Corrigan-Curay et al., 2014). Esta, es una
endonucleasa con capacidad de escindir dobles cadenas de ADN, siempre y cuando exista
un motivo adyacente protoespaciador (PAM). Por su parte, el ARNg se genera por la
hibridacion de ARN CRISPR complementario a la diana (ARNcr) y un ARN
transactivador (ARNtacr). Contiene en el extremo 5° una regién de reconocimiento y
unién a la diana, mientras que en el 3" se encuentra el sitio por el que se une a Cas9. Asi,
la secuencia de ARNg se ensambla por complementariedad de bases al ADN, guiando a

la proteina Cas9 al lugar donde ejecuta su funcion.

Protospacer tracrRNA

— [
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l repeats

oy
crRNA e m’_ tracrRNA
=

crBRNA:tracrRNA w
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Cas9:crRNA-
tracrRNA [ Cas9
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N

Target DNA site
cleavage by Cas9
Cas9:crRNA-
tracrRNA complex

Figura 6. Representacion de la técnica CRISPR/Cas9 (dos Anjos et al., 2020.)

Una de las ventajas que muestra esta técnica sobre las demas, es la capacidad de poder
programar el sitio de corte con un cambio en el ARNg de forma mucho mas facil y sencilla

que en ZFN o TALEN, haciendo posible la edicién de cualquier molécula de ADN.
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También es muy importante destacar que esta estrategia genera menos efectos fuera del
objetivo marcado. Una vez que se une y escinde por ejemplo el gen CCR5, se degrada el
sistema, por lo que se minimiza la posibilidad de que CRISPR/Cas9 ejecute su accion en
otra parte del genoma (Allenet al., 2018). Como consecuencia, en los tltimos afios se han
realizado numerosos estudios encaminados a encontrar una cura frente al VIH haciendo
uso de este método, no solo para eliminar el gen del correceptor CCR5 sino también de
CXCR4. En los articulos referenciados, se usan lineas celulares diferentes, pero se

alcanzan resultados muy similares (Liu et al., 2017; Yu et al., 2018).

En el primero de ellos, se valoraron los niveles de CXCR4 y CCR5 tres dias después de
la transfeccion del vector lentiviral (que contenia el sistema CRISPR/Cas9 dirigido a
ambas moléculas) a las células TZM-bl. Por citometria de flujo se obtuvo
aproximadamente un 23% de eficacia de desactivacién de los genes mencionados.
Ademas, se estudio la capacidad de proteccion frente al VIH que ofrece esta modificacion
a las células, consiguiendo TZM-bl resistentes a la infeccion puesto que no se observé
luminiscencia en los estudios de luciferasa (Liu et al., 2017). Se hizo lo mismo, pero en
células T Jurkat, células T CD4+ primarias y en el segundo estudio en células de la linea
GHOST (Yu et al., 2018), obteniendo en todas ellas las mismas conclusiones. Asimismo,
en ninguna de las lineas celulares hubo diferencia en el nivel de apoptosis en relacion con
las células no modificadas y tampoco se demostraron efectos fuera del objetivo,
confirmando la especificidad del sistema CRISPR/Cas9 creado (Liu et al., 2017).

Todos los estudios mencionados se han realizado ex vivo (Tebas et al., 2021) o in vitro
(Liu et al., 2017; Yu et al., 2018), teniendo por tanto limitacion en el nimero de células
que pueden modificarse (Figura 7). Sin embargo, sirven como antecedente para aquellas

investigaciones centradas en llevar a cabo estos hallazgos directamente en humanos.
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Figura 7. (A) Extraccién, modificacion y reinfusion de células modificadas genéticamente. (B)
Seleccidn positiva de células modificadas genéticamente (verde) y replicacién del VIH en
células susceptibles (rojo) (Falkenhagen et al., 2018.)

15



4.2. Trasplante de células madre de médula 6sea de donantes CCR5

Otra de las posibilidades dentro del amplio abanico de opciones que se estan probando a
lo largo de estos Gltimos afios en la busca de una cura frente al VIH, es la realizacion de
trasplantes de células madre de médula dsea de distintos tipos de donantes a pacientes

seropositivos.

En 2013 se publico un articulo sobre el caso de los pacientes de Boston, dos hombres
infectados de VIH (en tratamiento con TAR) y con cancer, en concreto el paciente 1
presentaba linfoma de Hodking y el paciente 2 linfoma de no Hodking. Ambos fueron
sometidos a un trasplante alogénico de células madre hematopoyeéticas (TCMH) vy
previamente tratados con diferentes inmunosupresores o antineoplasicos con el fin de
evitar la enfermedad de injerto contra el huésped (EICH), es decir, que las células del

donante rechacen al receptor (Henrich et al., 2013).

Lo que se pretende al realizar un TCMH es lograr la eliminacion total de las células del
paciente y remplazarlas asi con las del donante, cientificamente se conoce con el término
de quimerismo completo. En este caso, el donante sano era de tipo salvaje para el gen
CCR5, lo que llevaria a los pacientes a remplazar sus células por otras no infectadas, pero
no resistentes al virus (Henrich et al., 2013). Se consiguié un 73% de quimerismo
linfocitario a los 167 dias con persistencia total hasta los 1266 dias después del trasplante
en el paciente 1, y 92% el dia 206 en el paciente 2 hasta el final de los 562 dias que durd

el estudio.

Como consecuencia se redujo significativamente el recuento total de células T CD4+ al
inicio, obteniendo después un aumento en el caso 1y estabilidad en el caso 2. También
pasaron a tener cargas virales indetectables en células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) e incluso ausencia de expresion del antigeno p24 en las CD4+ que se purificaron

en el analisis ejecutado al final del ensayo.

Estos acontecimientos sugieren entonces que los reservorios de VIH de los pacientes se
remplazaron en gran medida por células sanas protegidas de la infeccién ya que ambos

siguieron con el tratamiento antirretroviral durante todo el proceso y posteriormente.

Tras pasar casi cinco y tres afios desde el trasplante (de forma respectiva al paciente 1y
2), se decidio interrumpir la terapia antirretroviral (ATI) en los dos varones y realizar un

estrecho seguimiento. Se detectd ARN plasmético y ADN viral en células, a las 12 y 32
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semanas después de la omision de tratamiento respectivamente (Henrich et al., 2014).
Todos los sintomas clinicos se resolvieron al volver a iniciar el TAR, pero se observo en
el primer paciente, el desarrollo de nuevas resistencias frente a antivirales como efavirenz

y varios inhibidores de proteasa.

Al haber hecho el trasplante de células madre CCR5wt/wt, las células trasplantadas no
son resistentes a la infeccion, lo que genera la posibilidad de que los reservorios no
eliminados se activaran en algin momento y se transmitiera la infeccion al resto de
células. Los autores (Henrich et al., 2013) sugieren que el remplazo de PMBC no es igual
que el que sucede en tejidos, pudiendo quedar en estos compartimentos reservorios del
VIH.

A pesar de los esfuerzos realizados, no se logré erradicar la infeccion en estos pacientes,
que como se muestra en la figura 8, antes del TCMH eran heterocigotos para la mutacion
CCR5-A32 y después del quimerismo total de células del donante, resultan ser

homocigotos de tipo salvaje.

Patient A Patient B Controls

Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa de ADN de PMBC de un segmento de 225 pb del gen
CCRG5 antes y después de TCMH (Henrich et al., 2013).

4.3. Trasplante de células madre de medula 6sea de donantes CCR5-

A32: caso clinico de Timothy Brown y Adam Castillejo
Como se ha podido aclarar anteriormente, los alotrasplantes de células madre de donantes
compatibles, es una opcion terapéutica factible para aquellos pacientes que padecen tanto

de VIH como de tumores hematoldgicos.
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Asi fue el caso de Timothy Brown (Figura 9), un hombre tratado con TAR desde hacia
cuatro afios y diagnosticado de leucemia mieloide aguda (LMA) (Hutter etal., 2009). Tras
el paso de unos meses después de acabar dos ciclos de quimioterapia, recayd y se le
plante6 la posibilidad de realizar un trasplante de células madre de un donante

histocompatible, que presentaba homocigosis para el alelo CCR5-A32.

Figura 9. Fotografia de Timothy Ray Brown (CROI WEBCASTS)

El paciente se sometid a los procesos de acondicionamiento previos al trasplante y al
régimen profilactico para hacer frente a la enfermedad de injerto contra el huésped. Toda
la preparacion resulté ser mas fuerte en comparacion con la de los pacientes de Boston.
Consistié en administrar tres inmunosupresores e irradiar de manera completa el cuerpo
de Timothy Brown. Hasta el dia anterior al TCMH, realizado el 6 de febrero de 2007
(Brown T.R., 2015) se le administrd la terapia antirretroviral, suspendiéndola durante el
resto del proceso. Se logré obtener quimerismo completo a los 61 dias. No obstante, a los
332 dias disminuyd alrededor de un 15% y el paciente volvid a ser diagnosticado de LMA.
Por ello, se le realizo otra vez una irradiacion corporal total para poder recibir un segundo
trasplante proveniente del mismo donante en 2008 (Brown T.R., 2015), consiguiendo que
el tumor estuviera en remision incluso a los veinte meses del procedimiento (Hutter et al.,
2009).

El proceso resulto ser exitoso en cuanto a la infeccion del VIH se refiere, puesto que, en
los 20 meses de seguimiento posterior, no se detectd carga viral en sangre periférica,

médula 6sea 0 mucosa rectal.

Al pasar a tener células de tipo homocigotas para CCR5-A32 (Figura 10), le confiere al
individuo una resistencia casi total al VIH, evitando que los pocos reservorios virales que

pudieran quedar en tejidos susceptibles de presentarlos (como la mucosa intestinal)
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generaran de nuevo una infecciéon (Hutter et al., 2009). Ademas, se realizaron pruebas
para comprobar la ausencia de variantes tropicas para CXCR4 y descartar también asi, la

opcion de una nueva infeccién por VIH con tropismo X4.

Figura 10. Genotipado de alelos CCR5 por electroforesis en gel de agarosa (Hditter et al.,
2009).

La recuperacion después del segundo alotrasplante no le resulté nada facil al paciente. El
efecto acumulativo de las quimioterapias y del régimen de acondicionamiento, generaron
al que se conocia por aquel momento como el paciente de Berlin, una leucoencefalopatia
que le hacia tener delirios, problemas para caminar y quedarse casi ciego. Mientras él se
recuperaba, el mundo cientifico comentaba su caso al ser la primera persona curada de
VIH. En 2010 pas6 del anonimato a la fama dandose a conocer por su propio nombre,
Timothy Ray Brown. Su objetivo principal, como declara en el articulo mencionado
(Brown T.R., 2015), era dedicar su vida a apoyar a la investigacion para encontrar una o

varias curas frente al VIH.

Desgraciadamente después de méas de 10 afios curado de VIH, fallecié a causa de la
leucemia mieloide aguda en 2020. Cabe destacar todo el esfuerzo que dedicé a formar la
Fundacion Timothy Ray Brown junto con el Instituto Mundial del SIDA para seguir

promoviendo la investigacion de la cura del VIH.

También se debe mencionar a Adam Castillejo, conocido como el paciente de Londres.
Se sometio igualmente en 2016 a un trasplante de células madre de médula dsea de un
donante que no expresaba el correceptor CCR5. Se le realiz6 el 4 de marzo de 2020 la
Gltima prueba para comprobar la carga viral en plasma, manteniéndose indetectable

después de treinta meses desde el TCMH (Gupta et al., 2020). Una vez mas, la obtencion
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de estos resultados tan prometedores se debe principalmente a la reduccién de los
reservorios de VIH a través del proceso de acondicionamiento (previo al trasplante) y al
propio trasplante, que también produce la disminucion de la susceptibilidad del virus a
infectar células con tropismo CCR5, ya que se utilizaron células madre con la mutacién
CCR5 A32/A32.

4.4. Trasplante de células de cordon umbilical de donante CCR5-A32:

caso clinico de la primera mujer curada de VIH
Como consecuencia de la alta compatibilidad que tiene que existir entre donante y
receptor para hacer un trasplante alogénico de células madre de médula dsea, StemCyte
International Cord Blood Center aislé y conservd una muestra de sangre de células
CCR5A32/A32 de corddn umbilical, con el fin de utilizarlas en alotrasplantes de pacientes
VIH-positivos. (Petz et al., 2015). Esta opcidn se plantea debido a que la compatibilidad
necesaria para un trasplante de células madre de cordén umbilical, desciende en gran
medida en comparacion con la que se exige para realizar un trasplante procedente de

médula 6sea.

El Dr. Rafael F. Duarte, haciendo uso de las células crioconservadas de corddn umbilical,
realizd en Barcelona un alotrasplante a un paciente con infeccion por VIH y linfoma
difuso de células B grandes (Duarte et al., 2015). Este trasplante mezclaba células

haploidénticas (de compatibilidad media) y las células mencionadas de cordon umbilical.

Después de 52 dias se tuvo que hacer otra infusion de sangre de cordon umbilical puesto
que el quimerismo obtenido hasta el momento de este tipo de células, resultaba ser menor
al 5%. Tras once dias del segundo procedimiento, se alcanzé el 100% y todas las células
generadas por parte del paciente eran CCR5A32/A32, es decir, resistentes al virus de la
inmunodeficiencia humana (Petz et al., 2015). Sin embargo, el paciente muri6é debido a
la progresion agresiva del linfoma, no pudiendo continuar con la evaluacion y/o

confirmacidn de otra posible persona curada de VIH.

Este no ha sido el unico caso en el cual se han usado células de cordon umbilical para
trasplantarlas a pacientes infectados por el virus. Con resultados tremendamente exitosos,
el 15 de febrero de 2022 Yvonne Bryson anuncié en la Conferencia anual de Retrovirus
e Infecciones Oportunistas, el caso de la primera mujer curada de VIH. Padecia VIH
desde 2013 y se la diagnosticd leucemia mieloide aguda en 2017. Al ser de raza
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afroamericana, no se encontraron donantes compatibles de médula 6sea que portaran la
mutacion homocigética de ya que, como se ha descrito anteriormente, la frecuencia alélica
de la mutacion fuera de la poblacién caucésica es muy baja (CROI WEBCASTS). Por
ello, "la paciente de Nueva York™, se sometié en agosto de 2017 a un trasplante de células

de sangre de cordon umbilical con doble mutacion CCR5-A32.

A su vez se le hizo una infusion de células madre de médula 6sea haploidénticas por dos

motivos:

1. El volumen necesario de células de sangre de corddén umbilical para hacer un
trasplante a un adulto es mayor que el que existe almacenado
2. Este tipo de celulas tardan méas tiempo en injertarse en el receptor para producir

quimerismo completo

De esta manera, se consigue reforzar el sistema inmunitario y evitar por ejemplo
infecciones oportunistas. Hay que tener en cuenta que previamente a estos
procedimientos, se sometié a quimioterapia y radioterapia de cuerpo entero. Asimismo,
hay que considerar que ha sido la Unica que no ha tenido ningln sintoma de EICH de

todos los pacientes trasplantados mencionados durante el trabajo

En este caso la paciente dejo el tratamiento antirretroviral tres afos después del trasplante.
A dia de hoy, la leucemia mieloide aguda continta en remisién y no se ha detectado
ningun rebote viral. Las pruebas realizadas declaran que presenta anticuerpos negativos
contra el virus y resistencia in vitro. Por ende, se puede decir satisfactoriamente que, tras
casi cinco afios desde el trasplante, “la paciente de Nueva York™ es valorada como la
tercera persona en la cual se ha conseguido erradicar el VIH (CROI WEBCASTS;
AIDSMAP).

5. Conclusiones
El VIH ha resultado ser un reto para los investigadores debido a sus caracteristicas
viroldgicas. Numerosas investigaciones se han llevado a cabo con el objetivo de encontrar

una cura frente al VIH.

a) Todas las descritas en este trabajo, se fundamentan en eliminar la expresion de una
Unica molécula, el correceptor CCR5. Se ha demostrado que, independientemente de

la estrategia que se utilice, siempre que se consiga eliminar a CCR5 de la superficie
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celular, se alcanza un estado de remisién de la infeccién, que puede incluso terminar
erradicandose por completo.

La terapia antirretroviral ha sido el primer paso de todos los que se han dado en estas
ultimas dos décadas en cuanto a tratamientos se refiere. Pese a salvar multitud de vidas,
se tiene que mantener de forma crénica para que resulte eficaz. Por ello, se realizan
estudios usando diferentes técnicas para lograr la cura del VIH, pudiendo clasificarlos
en dos grandes grupos: los basados en terapia génica y los basados en trasplantes de

células madre.

Con la terapia genética ocurre algo similar a lo mencionado con el TAR. Se han
obtenido resultados prometedores, pero no suficientes puesto que los pacientes volvian
a tener rebotes de replicacion del virus. La principal desventaja de este tipo de
estrategias ya sea TALEN, ZFN o CRISPR/Cas9, es que unicamente se han realizado
ex vivo, modificando el gen mencionado en un ndmero limitado de células periféricas.
Esto conlleva que las demas células se encuentran accesibles para el VIH y mantengan
la replicacion normal ya que los pacientes omiten la terapia antirretroviral durante la

ejecucion de estos procesos.

Por ahora, los estudios de terapia génica que se han elaborado son pruebas concepto
con resultados esperanzadores para dirigir las investigaciones a conseguir que estas
estrategias se conviertan en una cura eficaz frente al VIH. Una de las opciones, es
producir in vivo la mutacion CCR5A32/A32 en las células de la médula dsea para asi,
generar ya el resto de las células con esta modificacion y por lo tanto que sean desde

un inicio resistentes a la infeccion por VIH.

También hay que recordar que practicamente todos los estudios se centran en bloguear
a CCR5, generando entonces resistencia a las cepas con tropismo R5. No obstante, la
mitad de las personas que padecen la infeccidén presentan tropismo mixto, es decir,
tanto cepas dirigidas a R5 como a X4. Existe una preocupacion por los reservorios
latentes que puedan quedar en el cuerpo tras la ejecucion de estos procesos, al poder
presentar tropismo X4, reactivarse y producir de nuevo la infeccion con una cepa para
la que las células no presentan resistencia. Para resolver esta cuestion, se deben de

realizar un mayor nimero de investigaciones como las efectuadas por los autores
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Zhepeng Liu y Songlin Yu, para profundizar en como interrumpir ambos genes y

generar esta modificacion en toda la poblacién celular del individuo.

El otro grupo de estrategias probadas, son los trasplantes de células madre. En los
ultimos afios han salido a la luz los casos de diferentes pacientes oncohematolégicos y
seropositivos que son tratados con trasplantes. Algunos como los conocidos “pacientes
de Boston”, no acabaron siendo exitosos y sin embargo otros como “el paciente de
Berlin”, “el paciente de Londres™ o la reciente “paciente de Nueva York™, resultar ser

las primeras personas curadas de VIH.

c¢) La diferencia fundamental entre los distintos casos clinicos es el tipo de células madre
que se usaron para hacer el trasplante. Teniendo en cuenta que se pretende obtener
resistencia celular al virus, como la que presentan las personas con la mutacion natural
CCR5A32/A32, realizar el trasplante con células de tipo salvaje para CCR5 no resulta
beneficioso para alcanzar este requerimiento. De modo que los pacientes de Boston

tuvieron que reanudar el TAR y desgraciadamente no se remedié la infeccion.

Por el contrario, los otros tres pacientes mencionados anteriormente, fueron tratados
con células de un donante homocigético para la variante alélica CCR5-A32.
Consiguieron el quimerismo completo y, por consiguiente, curarse de VIH. Entre ellos
se distinguen por el tipo de trasplante de células madre que recibieron. Timothy Brown
y Adam Castillejo fueron trasplantados por la médula dsea, teniendo mucha suerte, ya
que, la compatibilidad exigida para este tipo de procedimientos es muy elevada.
Ademas, sumar el factor de que el donante también tiene que presentar homocigosis

para la mutacion, que solo se encuentra entorno al 1% de la poblacion caucasica.

Visto que se necesita una compatibilidad menos estricta al recibir sangre de cordon
umbilical, la paciente de Nueva York y los proximos pacientes que puedan ser tratados

de esta forma, presentaran menos dificultades para encontrar el donante idéneo.

Es importante saber que los Unicos candidatos establecidos para recibir trasplantes de
células madre son los pacientes oncohematologicos que padezcan a su vez de VIH.
Este hecho acota en gran medida la posibilidad de tratar y curar a los 38 millones de

personas que presentan la infeccion en todo el mundo.
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En un futuro se podrian mezclar los dos grandes tipos de estrategias explicadas,
editando los genes CCR5 y/o CXCR4 de las células injertadas y asi simplificar el
proceso de busqueda de donantes al simplemente requerir que sean compatibles con el

receptor, pero no presentar la mutacion CCR5A32/A32.

En conclusién, el VIH es un virus que ha generado grandes consecuencias poblaciones,
llegando a infectar a 79,3 millones de personas desde el inicio. Tal y como se ha ido
exponiendo a lo largo del presente trabajo, los avances cientificos realizados han
disminuido considerablemente el niumero de muertes y han mejorado la calidad de vida
de los pacientes VIH-positivos, llegando incluso a curar a alguno de ellos. Son progresos
esperanzadores que permiten al mundo de la ciencia pensar con ambicion para alcanzar
entre otras cosas, la forma de tratar a todos los afectados por el virus y la vacuna que

termine con su transmisidn, consiguiendo entonces la erradicacion completa del VIH.
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