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Juego de Clones

Se estan utilizando pequeios fragmentos de ARN que inhiben la expresion de genes especificos para encontrar factores antivirales,

mejorar la produccion de vacunas e incluso desarrollar mejores tratamientos contra el cancer.

Los investigadores tienden a mantener
silencio sobre los resultados de sus experi-
mentos hasta que se publican en una revis-
ta cientifica.

Sin embargo, este no es el caso de Ben-
jamin tenOever. Es posible seguir uno de
sus estudios en tiempo real a través de su
cuenta de Twitter (@virusninja). Por su-
puesto, sus mensajes son mas técnicos de lo
habitual en esta red social: “Las quinasas
también estan bien... Cmpk2, Cdk14,
TBK1, Mlk1, IKKB, IKKe y Mapk8?, es-
cribi6 el 3 de septiembre.

Pero es menos complicado de lo que pa-
rece. El virélogo de la Facultad de Medici-
na Icahn en Monte Sinai (Nueva York) solo
estd comunicando los resultados de un tor-
neo experimental al que [lama: “Juego de
Clones”. Los competidores son virus de la
gripe que infectan a ratones. En cada ron-
da, tenOever infecta a ratones con dos vi-
rus de la gripe, espera dos dias y después
examina los pulmones de los animales (el
6rgano diana de preferencia de los virus)
para elegir el ganador: el virus que se haya
multiplicado mejor. En la siguiente ronda,
infecta otro ratén con los dos ganadores de
la tanda anterior.

En lo tnico en que los virus se diferen-
cian entre si es en que cada uno porta la
informacion genética de una diminuta mo-

lécula llamada siARN (siglas de ARN pe-
queiio de interferencia), que es capaz de
inhibir de forma especifica un determinado
gen en la célula infectada por el virus (nor-
malmente, las células utilizan el llamado
ARN mensajero para copiar la informa-
cién genética que actiia como manual de
instrucciones para elaborar proteinas y el
siARN es un tipo especial de 4cido ribonu-
cleico que destruye este ARN mensajero).
Elinvestigador ha elaborado virus capaces
de inhibir 128 genes distintos que se sabe
estdn implicados en las respuestas inmuni-
tarias inmediatas (o “innatas”) a los virus
en las primeras horas tras la infeccion.

En consecuencia, el virus que gana el
torneo es probable que porte un siARN ca-
paz de inhibir algin gen de gran relevancia
en las respuestas inmunitarias innatas del
huésped frente a los virus. Esto podria ayu-
dar a los investigadores a desarrollar estra-
tegias que mejoren los efectos de los firma-
cos o las vacunas antigripales, estimulando
dichos genes del huésped.

Recientemente, tenOever realizé un ex-
perimento semejante a una escala mucho
mayor: Elabor6 virus que portaban siARN
que inhibfan 10.000 genes distintos de los
ratones. En este caso, tenOever utilizo vi-
rus Sindbis, similares al virus del Nilo Oc-
cidental, que infectan a las células sangui-

Por Andreas von Bubnoff

neas de los ratones, pero que son inofensi-
vos para los humanos. El investigador
infectd ratones con los virus, esperd dos
dias a que se alcanzase el pico de carga vi-
ral y aisl6 el bazo (donde se filtra la sangre)
para extraer todos los virus. Entonces con-
t6 los diferentes virus presentes en el bazo
e infectd otro ratén con la mezcla. Tras re-
petir este proceso cuatro o cinco veces,
comprobd que habia dos virus que acaba-
ban por dominar la poblacién viral. “Se
esta viendo la evolucién en tiempo real”,
afirmé. “Podemos decir que este gen [ven-
cedor] es el mas importante en el contexto
de una infeccion real en los ratones”.
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Los colores de la evolucion. Benjamin tenOever y un equipo de colaboradores infecté ratones con virus Sindbis, que portan siARN capaces de inhibir

10.000 genes distintos del huésped (izda.: Cada color representa un virus con un siARN diferente). Tras haber hecho pasar la mezcla viral en repetidas
ocasiones por nuevos ratones, se comprobd que, al final, apenas unos pocos virus dominaban toda la poblacién viral (derecha). Imagen cortesia de
Benjamin tenOever, Facultad de Medicina Icahn, en Monte Sinai, Nueva York.

Como en el Juego de Clones, esto signi-
fica que los siARN transportados por estos
dos virus inhiben un gen huésped que es
muy relevante para las defensas del orga-
nismo contra estos virus. Otros experi-
mentos revelaron que estos genes huésped
son tan importantes para el sistema inmu-
nitario porque son actores fundamentales
en el modo en el que diferentes partes de la
célula se comunican entre si. Sin ellas, la
célula es un completo desastre. “Cuando se
eliminan, la célula pierde toda su estructu-
ra organizativa y ese es el entorno ideal
para un virus, ya que es mucho mas ficil
tomar el control de la célula cuando su ca-
pacidad organizativa ha sido desmantelada
por completo”, indica tenOever.

Es interesante sefialar que esta infor-
macién podria utilizarse para luchar con-
tra el cancer, puesto que este tipo de desa-
rreglo es parecido al que hace que las célu-

las cancerigenas sean un objetivo
preferente para los virus. De hecho, este es
el motivo por el que los investigadores han
intentado emplear virus para tratar cancer.
Hasta la fecha, esta estrategia no ha sido
muy fructifera, explica tenOever, porque
los virus no son lo suficientemente agresi-
vos para matar a las células cancerigenas
una vez infectadas.

Pero los virus portadores de siARN de
tenOever podrian usarse para encontrar
acido ribonucleico pequeio de interferen-
cia que les permita multiplicarse con tanta
rapidez en las células cancerigenas que des-
truyan los tumores. Para ello, el investiga-
dor prevé infectar el tejido tumoral con
virus que porten diversos siARN y los vi-
rus que crezcan mejor podrian emplearse
para luchar contra el tumor.

Sin embargo, tenOever no es el unico
que estudia el siARN. Abe Brass, de la Fa-

cultad de Medicina de la Universidad de
Massachusetts, introdujo siARN capaces
cada uno de inhibir 20.000 genes del geno-
ma humano en un cultivo celular y, poste-
riormente, infectd esas células con un virus
para ver si éste seguia pudiendo infectar su
célula diana y multiplicarse con normali-
dad.

Los cribados identificaron factores ce-
lulares que podrian inhibirse para reacti-
var la produccion de VIH en células con
infeccion latente por el virus. Esto ya ha
conducido a la identificacién de una molé-
cula denominada JQ1 que, en determina-
das circunstancias, podria reactivar el
VIH-1 latente en células de pacientes que
han estado tomando terapia antirretroviral
durante mucho tiempo.

Brass, por otra parte, emplea sus anali-
sis para identificar factores de las células
huésped ttiles para el virus del dengue.
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No existe ninguna buena vacuna o trata-
miento contra el dengue, que ultimamente
se ha estado propagando en el hemisferio
norte debido al cambio climatico y a la
globalizacion del comercio y los desplaza-
mientos de poblacién. Cada afio, entre 50
y 100 millones de personas adquieren in-
fecciones sintomaticas por dengue, un na-
mero que estd aumentando. Se han detec-
tado casos de dengue en Texas, Florida y
Europa.

Los cribados del virus de la gripe per-
mitieron a Brass y su equipo de colabora-
dores identificar una familia de factores
celulares del huésped, denominados
IFITM, que por lo general bloquean la in-
feccion de muchos virus (incluyendo la
propia gripe, el dengue y el virus del Nilo
Occidental).

El trabajo condujo a Brass, en colabo-
racion con otros investigadores, a identifi-
car una mutacién en uno de esos factores
(IFITM3) que hace que las personas sean
seis veces mas susceptibles de sufrir una
infeccion gripal grave y que resulta muy
habitual entre la poblacién china y japone-
sa. Este descubrimiento podria ayudar a
que el personal sanitario sea capaz de va-
lorar mejor el riesgo de sus pacientes vy,
quizd, a dirigir la terapia.

Ellaboratorio de tenOever, entre otros,
también trabaja con otro tipo de ARN de
pequeiio tamafio que puede inhibir especi-
ficamente la expresion de los genes, el de-
nominado microARN. Las difererentes
células tienen distintos tipos de mi-
croARN, y se estd utilizando este hecho
para modificar virus de modo que solo
puedan crecer en determinadas células y
no en otras. La clave es afiadir una secuen-

cia genética a un virus que actia como la
secuencia diana de los microARN que tini-
camente se encuentran en determinadas
células. Como resultado, el virus no puede
crecer en las células que expresen mi-
croARN que acttien sobre la secuencia ge-
nética, dado que inhibiria los genes vira-
les. Por el contrario, el virus podria me-
drar en otras células que carezcan del
microARN en cuestion.

El investigador tenOever ha empleado
este truco para mejorar la produccion de
vacunas antigripales. El tipo de vacuna
contra la gripe estacional que se aplica
como aerosol nasal es ‘viva atenuada’, lo
que significa que contiene una version de-
bilitada del virus de la gripe que se espera
que sea el mds extendido en un afio deter-
minado. Asi, no provoca ninguna enfer-

medad, pero es capaz de inducir una res-
puesta inmunitaria protectora. No obs-
tante, la contrapartida es que el virus
debilitado crece asimismo con mas lenti-
tud en huevos de gallina, el medio que de
forma tradicional se ha usado para fabri-
car las vacunas contra la gripe estacional.

Pero tenOever modifico el virus esta-
cional de otro modo, afadiendo una se-
cuencia genética que actia como diana
para un microARN que esta presente en
ratones y humanos, pero no en huevos de
gallina. Como resultado, el virus modifi-
cado crece de forma completamente nor-
mal en huevos, pero de forma mucho lenta
en humanos.

De forma mas reciente, tenOever usé la
misma estrategia para elaborar un virus de
la gripe aviar HSN1 que solo se replica
bien en hurones, pero no en humanos y
que puede utilizarse para experimentar en
dichos animales (que constituyen el prin-
cipal modelo para estudiar la infeccién
gripal) sin que suponga demasiado peligro
para los humanos.

La tecnologia microARN puede usarse
incluso en terapia genética, para introdu-
cir genes en humanos que solo sean activos
en determinados tipos de células. “Es una
tecnologia muy potente. Hay laboratorios
de todo tipo trabajando en ella, en todo
tipo de aplicaciones. Es muy popular en la
actualidad”, advirti6 tenOever.

En cuanto al Juego de Clones, declaré:
“No se pondra realmente interesante has-
ta que estemos cerca de la eliminatoria fi-
nal. Cuanto mas avance el torneo, mds in-
teresante se volverd y mejor serd el gen”.

Asi que, permaneced atentos... es bas-
tante facil en Twitter.

NOTICIAS INTERNACIONALES Por Regina McEnery

Conferencia anual sobre vacunas contra el sida para destacar el progreso, la
colaboraciony la perseverancia

El panorama cientifico de la investigacion en vacunas
contra el VIH ha cambiado mucho en los dltimos afos, a
medida que nuevas estrategias preventivas hacian su aparicion.
Asi, la conferencia de cuatro dias mirard mds alla del afio 2013
y su agenda acogerd diversos debates acerca de las posibles
sinergias entre las vacunas, los microbicidas y la prevencion
basada en los antirretrovirales. Patrocinada de forma conjunta
por la Coalicién Mundial para las Vacunas contra el VIH
(Global HIV Vaccine Enterprise) e HIVACAT (el Programa
Cataldn para el Desarrollo de una Vacuna contra el VIH), la

Barcelona.

conferencia se celebrard entreel 7y
el 10 de octubre en el Centro de
Convenciones Internacionales de

AIDS
vaccine

BArCeLona 2013

Es probable que el destino de las
candidatas a vacunas basadas en vectores adenovirus domine
también el debate, empezando por una charla nocturna de
inauguracion a cargo de Magda Sobieszczyk, profesora adjunta
de medicina clinica en el Centro Médico de la Universidad de
Columbia, que hara un repaso de los temas destacados y las
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lecciones aprendidas en el ensayo HVTN 505, que de forma
reciente fue interrumpido por futilidad (véase la entrada del 26
de abril de 2013 del blog IAVI Report: Large AIDS Vaccine
Trial Shudders to a Halt). Georgia Tomaras, cientifica de la
Universidad Duke, hablard sobre los perfiles de anticuerpos del
estudio HVTN 505 y los comparara con los del RV144, el
unico ensayo de vacunas contra el sida que demostré algin tipo
de eficacia. En ese ensayo, en el que participaron 16.000
personas, se empledé una combinacién de dos vacunas
experimentales, administradas de forma secuencial en lo que
se conoce como régimen tipo induccion-refuerzo y se observo
un descenso de la tasa de infeccién por VIH de un 31%.

También habrd una mesa redonda de debate sobre la
importancia de retener y realizar el seguimiento de los
participantes en los ensayos mucho después de su conclusion,
un aspecto que parece claro tras el estudio Phambili,
interrumpido en 2007 y que fue sometido a nuevo andlisis este
ano (véase ‘Noticias internacionales’ del VAX de mayo de
2013).

Por ultimo, la Red de Ensayos de Vacunas contra el VIH
(HVTN), que patrociné el ensayo HVTN 5035, ofrecerd un
metaanalisis de los resultados de los ensayos de vacunas en los
que se emplearon vectores adenovirus.

Otro tema destacado en la conferencia de vacunas sera el
floreciente campo del disefio de inmund6genos a partir del
analisis de la estructura viral, incluyendo una sesion satélite de
cuatro horas organizada por el Instituto de Investigacion
Scripps sobre la estructura del trimero glicoproteico del VIH,
que el virus emplea para invadir sus células diana. Esta

[CUESTIONES BASICAS]

extraordinariamente compleja proteina, que sobresale de la
superficie del VIH, hace tiempo que se resiste a su andlisis
estructural. Sin embargo, cada vez hay imdgenes mads claras de
este complejo proteico, gracias al uso de nuevas tecnologias y
estrategias de generacion de imagen. La sesion satélite de
Barcelona se centrard en este prometedor trabajo estructural,
asi como en otras controversias relacionadas.

Por otro lado, se espera que cientificos del Programa de
Investigacion en VIH del Ejército de EE UU presenten datos
preliminares del ensayo RV3035, un estudio sobre capacidad
inmunogénica que empezd en 2012 y que evalu6 el impacto de
un refuerzo adicional con una proteina en voluntarios que
participaron en el ensayo RV144 (véase ‘Lo mas destacado’ del
VAX de septiembre de 2009, ‘Primeras pruebas de eficacia en
un ensayo a gran escala de una vacuna contra el VIH’).

La conferencia sobre vacunas de este afio ya ha roto algunos
nuevos récords incluso antes de inaugurarse. Mas de 325
investigadores jovenes y en el principio de su carrera han pedido
beca y se enviaron mas de 600 abstracts para su consideracion,
unos 100 mds que lo habitual. Se espera que unas 1.000
personas acudan al encuentro.

La conferencia de Barcelona también supondra la dltima vez
que el encuentro esté centrado en un unico tema. A partir de
2014, las personas que acudan entre el 28 y el 31 de octubre a
Ciudad del Cabo (Sudafrica) también recibirdn una visién
completa de la investigacion en microbicidas y en prevencién
basada en antirretrovirales, ademas de la proporcion habitual
de ciencia sobre las vacunas que este encuentro ha estado
ofreciendo cada afio.=

Entender el papel de las células-T auxiliares foliculares
en la respuesta al VIH

¢En qué se diferencian estas células de otros linfocitos T, donde se encuentran y por qué son importantes en la investigacion de va-

cunas contra el VIH y de su cura? Por Regina McEnery

Cuando un nuevo patogeno penetra en
el organismo, el sistema inmunitario dis-
pone de diversos mecanismos de defensa
para librarse de él. Una de las respuestas
mads importantes procede de las células B,
que generan anticuerpos (unas proteinas
con forma similar a una Y’) para cubrir
la superficie del patdgeno y detener la in-
vasion. Los anticuerpos, asimismo, sirven
para marcar el patégeno de modo que
otras defensas inmunitarias puedan ‘verlo’
y atacarlo.

Otras de las células inmunitarias que
se cuentan entre las primeras en responder

son las células dendriticas y los macroéfa-
gos. Estas células patrullan el organismo
y recogen los patdgenos o sus fragmentos.
A continuacion, migran a los nédulos lin-
faticos, que son como los puntos de co-
nexion del sistema inmunitario y constitu-
yen uno de sus componentes clave. Se en-
cuentran diseminados en todo el
organismo, sobre todo bajo la mandibula,
bajo los brazos, en el intestino, el pecho y
las ingles.

En los nodulos linfaticos, estas células
‘vigilantes’ muestran o “presentan” el pa-
togeno a los linfocitos-T CD4, llamados
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también “auxiliares”. Los CD4 coordinan
las actividades de produccion de anticuer-
pos de las células B y las de un grupo de
células “asesinas” denominadas células-T
CD8 o linfocitos-T citotoxicos. Las célu-
las-T CD4 y CD8 trabajan en colabora-
cion para eliminar las células que han sido
infectadas por los patogenos (véase ‘Cues-
tiones basicas’ del VAX de febrero de
2004 sobre ‘Entender el sistema inmuni-
tario, parte I).

Hace tiempo que se sabe que el VIH
infecta y mata de forma preferente a las
células-T CD4. Aunque el sistema inmuni-



tario intenta combatir al virus enviando a
las células-T CD8 para acabar con los
CD4 infectados por el VIH, la rdpida re-
plicacion del virus acaba por agotar y su-
perar al sistema inmunitario.

Los linfocitos-T CD4 desempefian un
papel vital en la respuesta de anticuerpos,
encargdndose entre otras cosas de enviar
sefiales que provocan la maduracion y se-
leccion de células B que generan unos an-
ticuerpos cada vez mdas potentes.

Este proceso, denominado maduracion
por afinidad (véase ‘Cuestiones basicas’
del VAX de enero de 2011 sobre ‘Entender
como evolucionan los anticuerpos amplia-
mente neutralizantes’), es crucial para la
evolucién hasta conseguir anticuerpos am-
pliamente neutralizantes (bNAb) que, en
estudios en laboratorio, han demostrado
ser capaces de actuar sobre muchas varian-
tes circulantes del VIH. Gran nimero de
investigadores creen que una vacuna ten-
dria que inducir estos anticuerpos para
proporcionar una cobertura amplia frente
al virus.

Un subgrupo especializado de CD4
ayuda a las células B a generar unos anti-
cuerpos cada vez mds eficaces contra los
patdgenos. Este subgrupo se conoce como
células-T auxiliares foliculares (Tfh), de-
nominadas asi por los foliculos o cavida-
des de células B donde residen la mayoria
de estos CD4. Los foliculos se encuentran
en los centros germinales, donde las célu-
las B maduras proliferan y se diferencian
para generar anticuerpos.

Uno de los motivos por el que se tardo
tanto tiempo en identificar estas células -T

auxiliares foliculares es que
se encuentran principal-
mente en los folicu-
los de células B, a
diferencia de la
mayoria de las
células-T auxila-
res. De todos
modos, se ha
aprendido bas-
tante sobre coémo
actlian estas escurri-
dizas célulasy como se
ven afectadas por la in-

feccion por VIH.

Por ejemplo, se sabe que las células Tfh
expresan unos niveles elevados de determi-
nadas proteinas que el VIH emplea para
entrar en sus células diana, lo que las con-

vierte en un importante centro de replica-
cion del VIH.

Al mismo tiempo, estas células tam-
bién expresan proteinas que, en determi-
nadas circunstancias, resultan utiles para
la supervivencia de las células B y la pro-
duccién de anticuerpos, mientras que en
otras circunstancias pueden actuar de for-
ma contraria.

Ademas, se han identificado dos tipos
de interacciones entre las células T auxilia-
res foliculares y las células B, una breve y
en las proximidades del centro germinal, y
otra mucho mas duradera dentro del cen-
tro germinal.

De distintos modos, estas interacciones
ayudan al desarrollo de los bNAb, muchos
de los cuales se han aislado de forma re-
ciente del suero de las personas con infec-
cion cronica por VIH.

Por desgracia, el desarrollo de anti-
cuerpos ampliamente neutralizantes es un
acontecimiento relativamente raro, que
solo se produce en el 15-20% de las perso-
nas infectadas por VIH. Los cientificos
consideran que una posible explicacion de
este hecho es que el virus de la inmunode-
ficiencia humana provoca una expansion
andémala de las células Tfh, afectando de
forma negativa a su funcion.

Partiendo de estos datos cada vez mas
abundantes, se cree que una mejor com-
prension de las células Tth y su interaccion
con las células B podria resultar esencial
para el disefio de una vacuna eficaz.

Curar el VIH

Sin embargo, las células Tfh no solo
son importantes en el campo de las vacu-
nas, también constituyen un factor signifi-
cativo en la basqueda de una cura contra
el VIH. Se trata de un subcampo relativa-
mente reciente dentro del ambito del VIH
en el que atn hay mucho que hacer. No
obstante, en los tltimos tiempos ha resul-
tado muy prometedor gracias, en parte, a
lo que se ha aprendido a lo largo de 17
afios de estudio de pacientes que reciben
una terapia antirretroviral de gran activi-
dad [TARGA] (véase ‘Cuestiones bésicas’
del VAX de marzo de 2013, ‘Entender la
vacunacion terapéutica’).

Los regimenes TARGA son muy poten-
tes para evitar la replicacion viral en san-
gre, permitiendo que el organismo recom-
ponga su sistema inmunitario Pero, por si
mismos, estos regimenes no pueden curar
la infeccion por VIH, ya que el virus se
oculta en el cromosoma de las células-T
CD4 durmientes, creando una poblacion
latente de células infectadas, denominada
reservorio viral.

Se cree que un posible modo de curar
la infeccion seria localizar y eliminar estos
reservorios de células latentes con VIH.
Estos reservorios persisten incluso en per-
sonas cuyo nivel de virus circulante es in-
detectable gracias a los firmacos. Se ha
estado estudiando la sangre y los tejidos de
personas infectadas por VIH (algunas de
las cuales recibieron TARGA y otras no) y
se compararon con los de personas sin el
virus para medir las poblaciones de célu-
las- T auxiliares foliculares.

Se especula que la infeccion de estas
células probablemente contribuye a la per-
sistencia del virus de la inmunodeficiencia
humana en el organismo debido a que los
centros germinales que albergan la mayor
parte de las células Tfh son inaccesibles
para los linfocitos-T CD8, un tipo de célu-
las inmunitarias cuya mision es destruir
las células que albergan el virus de la in-
munodeficiencia humana. Estos centros
germinales parecen asimismo actuar como
una especie de trampa para las particulas
del VIH, que pueden infiltrarse en las cé-
lulas Tfh alli presentes.

Los cientificos esperan poder emplear
las lecciones extraidas de estos estudios
con las células Tfh para disenar firmacos
que puedan actuar contra la persistencia
del VIH y, asi, erradicar la infeccién.n
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