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Resumen 

La infección por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) es un gran problema de salud a nivel 
mundial. Actualmente se dispone de fármacos antirretrovirales que controlan la infección, pero su 
efectividad a largo plazo está comprometida por su toxicidad y la aparición de resistencias. Por ello es 
importante identificar y explotar nuevas dianas terapéuticas. En este trabajo se han examinado varios 
compuestos conocidos por afectar a la actividad ribonucleasa H (RNasa H) de la retrotranscriptasa (RT) 
viral, pues es una diana no explotada y que ofrece la posibilidad de desarrollar inhibidores que actúen 
sobre múltiples dianas, dada la similitud de su sitio activo con el de la integrasa viral y por su localización 
próxima al dominio DNA polimerasa de la RT. Se han realizado diferentes ensayos enzimáticos con 
oligonucleótidos marcados que han permitido confirmar la inhibición de la actividad RNasa H por distintos 
compuestos y evaluar sus efectos sobre la DNA polimerasa e integrasa virales. Todos ellos mostraron 
eficacia a nivel micro- y submicromolar en la inhibición de la actividad RNasa H, mientras que para las 
otras dos actividades sus efectos fueron más modestos. Solo uno de los compuestos (WX-II-25) ha 
mostrado ser un buen inhibidor dual, con potencias similares para las actividades RNasa H e integrasa 
(IC50 de 0,72 y 1 µM respectivamente), mientras que el compuesto SL-6h ha mostrado capacidad de 
inhibir las tres actividades enzimáticas, aunque con potencias peores (IC50 de 1,85 µM para la actividad 
RNasa H y superior a 10 µM para las otras dos). Aun así, estos compuestos representan buenos 
candidatos para continuar con su investigación. En el futuro sería conveniente confirmar su capacidad 
inhibitoria en ensayos celulares y evaluar en detalle su unión a los enzimas, lo cual permitirá utilizarlos 
como referencia para el desarrollo de inhibidores múltiples potentes que puedan llegar a la clínica. 
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Introducción 

Desde que fue descrito por primera vez a comienzos de los años 80, el virus de la inmunodeficiencia 

humana (VIH) ha infectado a más de 75 millones de personas, de las cuales casi la mitad (unos 32 

millones) han fallecido a causa de la patogenia provocada por el virus. Actualmente se estima que hay 38 

millones de individuos infectados, lo cual representa al 0,8% de los adultos entre 15 y 49 años de la 

población mundial [1]. Estas cifras tan altas de infectados junto con su amplia distribución geográfica 

alrededor del mundo hacen que la infección por el VIH pueda ser calificada como una de las mayores 

pandemias de la historia.  

Estructura del VIH 

En función de su diversidad genética, el VIH puede clasificarse en dos tipos: el VIH-1 es el más 

extendido, mientras que el VIH-2 es frecuente en algunas regiones de África. Ambos se caracterizan por 

su relativa simplicidad, pues su genoma cuenta únicamente con 9 genes que codifican para 16 proteínas 

[2, 3]. Los estudios descritos en este trabajo se refieren a una variante prototípica del VIH-1. A grandes 

rasgos, los viriones del VIH tienen forma esférica de 80-150 nm de diámetro [4]. En su interior se hallan 

tres enzimas esenciales para su multiplicación: la proteasa, la retrotranscriptasa (RT) y la integrasa. Junto 

a ellas se encuentra el genoma viral, compuesto por dos cadenas idénticas de RNA (ssRNA) de cadena 

positiva, que están rodeadas de proteína de la nucleocápsida.  El complejo anterior está incluido en una 

cápsida formada por proteína p24. Una proteína estructural, p17, tapiza la cara interna de la envoltura 

viral, constituida por una bicapa lipídica en la que se insertan la proteína de superficie gp120 y la 

transmembranal (gp41) [5]. 
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Ciclo del VIH  

El VIH infecta principalmente a los linfocitos T CD4+, los cuales juegan un papel importante en la 

respuesta inmune adaptativa, coordinando la activación de otras células del sistema inmunitario. El ciclo 

replicativo del virus se suele dividir en dos grandes fases: la fase temprana, que comprende desde que el 

virión se une a la célula hospedadora hasta que se retrotranscribe su ssRNA para conseguir DNA de doble 

cadena (dsDNA) que se integra en el genoma celular [6, 7]; y la fase tardía, la cual engloba todos los 

procesos desde la expresión génica del DNA viral hasta la producción y liberación de nuevos viriones [2, 

6, 8].  

Factores de restricción del huésped 

Las células humanas han desarrollado mecanismos de defensa frente al VIH. Son capaces de detectar al 

virus a través de receptores tipo “Toll” (TLRs) y sensores citosólicos de dsDNA [9–11], los cuales 

reconocen principalmente los ácidos nucleicos virales (ssRNA, heterodúplex RNA/DNA y dsDNA fuera 

del núcleo celular). Este reconocimiento induce una cascada de señalización que, en última instancia, 

activa la transcripción de interferones, los cuales inducen la sobre-expresión de distintos genes, entre los 

que encontramos factores de restricción antivirales (RFs). Estos RFs son proteínas que atacan a distintos 

pasos del ciclo viral, constituyendo una defensa innata que trata de evitar la infección, pero a su vez han 

influido en el VIH, forzando que este desarrolle proteínas específicas para contrarrestar las defensas 

celulares, permitiendo que la infección no se detenga  [11]. Entre los RFs más estudiados y conocidos se 

encuentran TRIM5α, SAMHD1 y APOBEC3, siendo los dos últimos los que inciden más directamente en 

la retrotranscripción [11, 12]. SAMHD1 lo consigue reduciendo los niveles citoplasmáticos de 

nucleótidos, ya que es un enzima que convierte dNTPs en sus correspondientes desoxinucleósidos y 

trifosfato inorgánico [13, 14]; mientras que APOBEC3 bloquea el ciclo del virus a través de su actividad 

deaminasa, que convierte las dCs de la hebra negativa de DNA en dUs [15]. 

Terapia antirretroviral 

En ausencia de tratamiento, la infección por VIH provoca una destrucción sistémica de linfocitos T y 

otras células inmunes. Esta situación es responsable de un progresivo deterioro de la respuesta inmune 

mediada por células que conduce a la aparición de infecciones oportunistas y distintos tipos de tumores, 

estado que se conoce como síndrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) [16, 17].  

Actualmente no existe ninguna cura ni vacuna, pero el desarrollo de fármacos antirretrovirales ha 

conseguido reducir la morbilidad y la mortalidad de los pacientes. Así pues, si el paciente es 

diagnosticado en las etapas tempranas de la enfermedad y tiene acceso al tratamiento adecuado, se reduce 

la carga viral y es poco probable el desarrollo de SIDA [5]. Hay alrededor de 30 fármacos 

antirretrovirales aprobados, los cuales se agrupan en 6 clases según su mecanismo de acción: 1) 

nucleósidos/nucleótidos inhibidores de la retrotranscriptasa (NRTIs): son análogos de nucleósidos o 

nucleótidos sin hidroxilo en el grupo 3’ de la ribosa que al incorporarse en el DNA bloquean su síntesis; 

2) inhibidores no nucleosídicos de la retrotranscriptasa (NNRTIs): se unen a la RT y la inhiben mediante 

cambios alostéricos que afectan a la unión de la proteína al molde-iniciador; 3) inhibidores de la proteasa: 

impiden el procesamiento proteolítico de las poliproteínas precursoras del virus; 4) inhibidores de 

transferencia de banda de la integrasa: evitan que se incorpore el DNA proviral (dsDNA) en el genoma 

celular; 5) inhibidores de fusión: se unen a gp41 para bloquear la fusión de la envoltura viral con la 

membrana plasmática de las células CD4+; y 6) inhibidores de entrada: se unen al receptor CD4 o al 

receptor CCR5 de las células, evitando que puedan interactuar con gp120 y bloqueando así la entrada del 

virus [18]. 

Hoy en día, el régimen de tratamiento más empleado se conoce como terapia de combinación, la cual 

consiste en la administración de varios de los antivirales mencionados anteriormente: normalmente dos 

NRTIs y un NNRTI (o en su lugar un inhibidor de la proteasa o de la integrasa). Se desarrolló hace algo 

más de 20 años y, desde entonces, ha demostrado ser un tratamiento muy eficaz, especialmente 

comparándolo con el uso de un único antiviral, como se hacía a finales de los 80 y principios de los 90 

[19, 20]. Sin embargo, la terapia de combinación presenta varios inconvenientes [19]. El primero de ellos 

es que no es un tratamiento curativo. Hay casos en los que el tratamiento consigue reducir la carga viral a 

niveles indetectables, pero el virus sigue estando dentro del organismo, pues se encuentra integrado en 

células inactivas transcripcionalmente, las cuales constituyen el denominado “reservorio latente” [21], 

causando que el virus aparezca de nuevo si el paciente deja de recibir tratamiento. Otro problema 

importante es la toxicidad asociada. Aparte de los efectos secundarios presentes en todos los 

medicamentos, la terapia de combinación tiene la desventaja de que supone combinar varios fármacos y 

es de por vida, por lo que la toxicidad a largo plazo también debe considerarse [22]. Por otra parte, a pesar 

de que la terapia de combinación ataca a varias dianas a la vez y se limita la aparición de resistencias, 

estas siguen siendo un problema importante. Por esta razón, los pacientes deben someterse a revisiones 

periódicas para evaluar la eficacia del tratamiento y cambiar el cóctel de fármacos si se detectan 

resistencias [23]. 
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Nuevas terapias 
Más allá del tratamiento con antirretrovirales, se han realizado grandes esfuerzos para encontrar nuevas 

aproximaciones que permitan un mejor tratamiento e, incluso, curar la enfermedad. Hasta el momento, las 

únicas curaciones descritas han sido las del conocido paciente berlinés [24] y la del reciente paciente de 

Londres [25]. En estos casos se consiguió la cura porque ambos sujetos padecían linfomas y necesitaron 

un trasplante de médula ósea, con la particularidad de que en ambos casos el donante era homocigoto para 

la mutación CCR5Δ32, una deleción de 32 pares de bases en el gen CCR5 que otorga resistencia a la 

entrada del VIH a las células. Estas curaciones han abierto la esperanza de encontrar una terapia curativa. 

Precisamente, se han llegado a proponer estrategias similares a las anteriores, basándose en el trasplante 

de células madre con la mutación CCR5Δ32 [26]. Pero también se han explorado otras muchas 

posibilidades como pueden ser la terapia génica para alterar factores de restricción del huésped o inactivar 

el provirus, terapia con anticuerpos o vacunas [26–28]. De cara al futuro, por tanto, resultaría de gran 

interés un abordaje multidisciplinar de la infección por VIH: desde la prevención a través de vacunas 

hasta el hallazgo de una cura, pasando por una mejora de las terapias actuales y la búsqueda de nuevas 

dianas terapéuticas.  

Dominio ribonucleasa H 

El dominio ribonucleasa H (RNasa H) de la RT es una diana bastante interesante de cara al desarrollo de 

nuevos antivirales, pues es una diana no explotada. La RT del VIH-1 es una proteína heterodimérica, 

formada por las subunidades p66 y p51 (Figura 1), y que cuenta con dos sitios catalíticos esenciales para 

su actividad: el dominio RNasa H y el dominio DNA polimerasa. El dominio RNasa H se encuentra en la 

subunidad p66, con su centro activo a unos 14-18 nucleótidos de distancia del sitio catalítico de la 

actividad DNA polimerasa [29]. La actividad RNasa H es fundamental en el ciclo del virus. Consta de 

una actividad endonucleasa que hidroliza la hebra de RNA en los complejos heterodúplex RNA/DNA, los 

cuales se forman como paso intermedio en la retrotranscripción del ssRNA al dsDNA viral. Además, la 

actividad RNasa H es necesaria en otros pasos de la retrotranscripción, tales como la degradación del 

cebador de tRNA durante la síntesis de la cadena positiva de DNA y está involucrada en la generación de 

secuencias ricas en purina (PPTs), también necesarios para la síntesis de la hebra positiva de DNA [30].  

 

Figura 1.- Estructura de la RT del VIH-1. A la izquierda se muestra el heterodímero p66/p51 que 

compone la RT unido a una doble hebra de DNA, mientras que a la derecha se observa en detalle el 

sitio catalítico del dominio RNasa H. El diagrama ha sido realizado con PyMOL a partir de las 

coordenadas 3KLF de Protein Data Bank. 

El sitio catalítico de la RNasa H contiene cuatro aminoácidos clave para su mecanismo de acción, que se 

encuentran conservados en esta familia de proteínas. Forman el motivo DEDD, integrado por Asp443, 

Glu478, Asp498 y Asp549 (ubicación mostrada en Figura 1). Estos aminoácidos se asocian a uno o dos 

cationes divalentes (comúnmente Mg2+), los cuales son necesarios para el corte del enlace fosfodiéster 

entre los ribonucleótidos de la cadena de RNA [30].  

Inhibición de la actividad RNasa H  

El dominio RNasa H no solo resulta interesante por ser una diana no explotada, sino también porque 

ofrece la posibilidad de desarrollar inhibidores duales o incluso múltiples, es decir, que estén dirigidos a 

varias dianas. Esto es posible fundamentalmente por dos características: la primera sería que el sitio 

activo de la RNasa H se encuentra próximo al dominio DNA polimerasa de la RT, por lo que sería posible 

desarrollar inhibidores que afecten a ambos sitios activos, por ejemplo, mediante inhibidores alostéricos 

que afecten a toda la proteína o que alteren a la trayectoria de los heterodúplex RNA/DNA. Y una 

segunda característica que sería la similitud estructural entre el sitio activo de la RNasa H y el de la 

integrasa viral, que también es una metaloenzima que cuenta con tres aminoácidos altamente conservados 

en su sitio catalítico, similar al motivo DEDD de la RNasa H: Asp64, Asp116 y Glu152 (motivo DDE) 

[30]. 

Además, en los últimos años se han desarrollado distintos compuestos que han mostrado inhibición de la 

actividad RNasa H y otras dianas (descritos por Tramontano et al. [30]). Estos inhibidores se clasifican en 

dos grupos según como afecten a la RNasa H: inhibidores del sitio activo y alostéricos [31]. Los 
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inhibidores del sitio activo actúan como quelantes de los metales divalentes presentes en el bolsillo 

catalítico y, debido a su similitud, este tipo de inhibidores tienen el potencial de inhibir también el sitio 

activo de la integrasa. Todos los inhibidores descubiertos muestran una gran variedad estructural, pero 

tienen en común la siguiente distribución: una parte hidrofóbica, una secuencia conectora y un 

farmacóforo compuesto por tres oxígenos, los cuales quelan los metales divalentes [32, 33]. Por otra 

parte, los inhibidores alostéricos actúan uniéndose a bolsillos cercanos al sitio catalítico de la RNasa H y 

afectan a su actividad mediante cambios conformacionales, que también pueden influir en el dominio de 

la DNA polimerasa [30]. 

En este trabajo se han examinado compuestos conocidos por afectar a la actividad RNasa H del VIH y se 

ha evaluado si afectan a otras actividades enzimáticas: la DNA polimerasa y la integrasa viral. 

Actualmente existen inhibidores duales de la RNasa H y cada una de las otras dos actividades, pero 

ninguno ha llegado a clínica, sobre todo por su toxicidad [30]. Sería de gran utilidad el descubrimiento de 

nuevos inhibidores duales o incluso triples que ataquen con gran potencia a las tres dianas. Esto podría 

ayudar a resolver varios de los problemas que presenta la actual terapia antirretroviral. En primer lugar, el 

simple hecho de descubrir nuevos antivirales es de gran utilidad, pues representan alternativas para 

aquellos casos en los que se desarrollan resistencias. Además, el hecho de que el inhibidor sea múltiple 

también disminuiría la probabilidad de que se desarrollen resistencias, pues es más difícil que el virus 

desarrolle resistencia simultánea en varias dianas que en una sola.  

Por último, a modo especulativo, contar con un inhibidor múltiple podría incluso conseguir reducir el 

cóctel de antivirales que se administra. Recientemente se ha visto que la terapia con un NRTI 

(lamivudina) y un inhibidor de la integrasa (dolutegravir) podría ser un tratamiento adecuado para 

pacientes avirémicos (sin niveles detectables de VIH tras seguir la terapia convencional) [34]; así pues, no 

sería descabellado pensar que también se podría administrar una terapia con un inhibidor dual y otro 

antiviral o un único inhibidor triple. Debemos recordar que la terapia antirretroviral ha de administrarse 

toda la vida, por lo que tomar uno o dos antivirales en lugar de tres podría disminuir los efectos 

secundarios y la toxicidad a largo plazo.  

Materiales y métodos 

Expresión y purificación de enzima RT 

Una variante silvestre de la RT del VIH-1 grupo M subtipo B cepa BH10 (BH10_WT) disponible en el 

laboratorio se expresó y purificó tal como se ha descrito con anterioridad [35, 36]. Brevemente, la 

subunidad p66 de la RT y la proteasa viral se co-expresan en Escherichia coli XL1 Blue para obtener el 

heterodímero p66/p51. A continuación, se lisan las células y se purifica la proteína por cromatografía de 

intercambio iónico seguida de una cromatografía de afinidad de níquel y posterior diálisis frente a 

solución tampón Tris-HCl 50 mM (pH 7,0), conteniendo NaCl 25 mM, EDTA 1 mM y 10% (w/v) de 

glicerol. Finalmente, la enzima se concentra en Centricon/Centriprep, se evalúa su pureza en geles de 

poliacrilamida y SDS y se determina la concentración de enzima activa mediante ensayos bioquímicos 

[37].  

Inhibidores  

Los compuestos utilizados (Figura 2) han sido suministrados por el laboratorio de los Dres. Peng Zhan y 

Xinyong Liu (Shandong University, Jinan, China), y sus características se han descrito en las 

publicaciones de Sun et al. [32] y Gao et al. [38].  

 

Figura 2.- Inhibidores de la actividad RNasa H evaluados en este trabajo. Estructura de los 

inhibidores examinados (SL-6h, WX-II-25, II-4 y XQ-9) y de β-thujaplicinol, inhibidor selectivo de la 

RNasa H utilizado como referencia en los ensayos. Se han señalado en rojo los farmacóforos con 

actividad quelante. SL-6h cuenta con dos configuraciones quelantes distintas señaladas por los dos 

círculos rojos. 
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Complejos molde/iniciador 

Para la preparación de sustratos para evaluar las actividades RNasa H y DNA polimerasa se utilizaron 

oligonucleótidos sintéticos obtenidos de Sigma, cuyas secuencias se detallan en la Tabla 1.  

Nombre Secuencia 

31T (RNA) 

21P (DNA) 
5´    UUUUUUUUUAGGAUACAUAUGGUUAAAGUAU            3´ 
3´              CCTATGTATACCAATTTCATA            5´ 

PCIS-87 (DNA) 

PCIS-94 (RNA) 
5’         CCGGTTCTATAACGGTATGATGGTAAACATTCTTGAGT     3’ 
3’                        ACCAUUUGUAAGAACUCACG   5’ 

Tabla 1.- Complejos molde/iniciador empleados. Se ha representado con una estrella amarilla el 

marcaje con fósforo radiactivo en el extremo 5’ realizado en los oligonucleótidos 31T y PCIS-87.  

Los oligonucleótidos 31T y PCIS-87 (Tabla 1) se marcaron en el extremo 5’ con fósforo radiactivo. La 

reacción de marcado consistió en la incubación de 1 μCi de [γ32P]ATP (3000 Ci/mmol, Perkin Elmer) y 5 

U de polinucleótido quinasa del fago T4 (New England BioLabs) durante 45 minutos a 37ºC, en 

presencia de tampón Tris-HCl 70 mM (pH 7,5), que contenía MgCl2 10 mM y DTT 5 mM. A 

continuación, se inactivó la quinasa del fago T4 mediante una incubación a 90ºC durante 10 min. La 

correcta incorporación del fosfato radiactivo se confirmó mediante una cromatografía de capa fina en 

placas de PEI-celulosa (TLC, 20x20 cm; Merck) en presencia de Na2HPO4 0,5 M como fase móvil. El 

resultado de la cromatografía fue visualizado utilizando placas fotoestimulables 2040S y un lector BAS-

1500 (Fuji).  

Posteriormente, se prepararon los complejos molde/iniciador con los oligonucleótidos marcados 

anteriormente. Las condiciones de hibridación variaron en función del híbrido. Así, para el complejo 

31T/21P se mezclaron el oligonucleótido 31T marcado y 21P a una concentración 7 veces superior en 

presencia de una solución con NaCl 50 mM y Tris-HCl 50 mM (pH 8,0). Por otra parte, para el híbrido 

PCIS-87/PCIS-94 se mezclaron el oligonucleótido PCIS-87 marcado, el mismo oligonucleótido frío (sin 

marcar) a una concentración 11 veces superior y el oligonucleótido PCIS-94 a una concentración 48 veces 

superior al PCIS-87 marcado; todo ello en presencia de NaCl 150 mM y acetato de magnesio 150 mM. En 

todos los casos, tras la adición de los reactivos anteriores, estos fueron incubados a 100ºC durante 4 

minutos y se dejaron enfriar lentamente a temperatura ambiente. Por último, los híbridos obtenidos fueron 

diluidos a la concentración deseada para los ensayos posteriores en solución tampón 550 mM Hepes (pH 

7,0), conteniendo NaCl 150 mM y acetato de magnesio 150 mM. 

Inhibición de la actividad RNasa H 

Se utilizó el complejo 31T/21P (Tabla 1), con el oligonucleótido 31T marcado radiactivamente. La 

mezcla de reacción contó con los siguientes componentes: complejo molde/iniciador 25 nM, enzima RT 

85 nM, NaCl 50 mM, MgCl2 25 mM, solución tampón Tris-HCl (pH 8,0), dimetilsulfóxido (DMSO) 5% 

y el inhibidor a evaluar disuelto en DMSO 50%; todo ello en un volumen final de 21 µL.  

 

Figura 3.- Fundamentos del ensayo de inhibición de la actividad RNasa H. Si la RT no se encuentra 

inhibida, se asocia al complejo 31T/21P y produce un tipo de corte denominado DNA 3’-end directed, 

en el cual el dominio DNA polimerasa se asocia al extremo 3’ de la cadena de DNA 21P y el dominio 

RNasa H (situado a unos 14-18 pares de bases) es capaz de cortar el RNA 31T en las posiciones -25 y 

-26. Los productos de corte pueden ser cuantificados en un gel de electroforesis. Cuanto menor sea la 

inhibición de la actividad RNasa H, mayor es la cantidad de productos cortados con respecto al 31T 

intacto. La estrella amarilla representa el marcaje radiactivo en el extremo 5’ del oligonucleótido 31T.  

En primer lugar, se preincubó una mezcla de 19 μL con todos los reactivos salvo el complejo molde 

iniciador a 37ºC durante 5 minutos. A continuación, la reacción fue iniciada mediante la adición de 2 μL 

de complejo molde/iniciador y se tomaron alícuotas de la mezcla de reacción a distintos tiempos (15, 30 y 

90 segundos), las cuales fueron mezcladas en igual volumen de solución de parada (ácido 

etilendiaminotetraacético 10 mM en 90% formamida conteniendo xilencianol 3 mg/ml y azul de 

bromofenol 3 mg/ml) para detener la reacción. Los productos de reacción fueron separados en 

condiciones desnaturalizantes en geles de poliacrilamida y urea, y se visualizaron y cuantificaron 

mediante el empleo de placas fotoestimulables 2040S y un lector BAS-1500 (Fuji), utilizando el software 
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TINA versión 2.09 (Raytest Isotopenmessgerate Gmbh, Staubenhardt, Alemania). Ejemplo indicado en la 

Figura 3.  

La inhibición de cada compuesto se calculó mediante la evaluación de la cantidad relativa del 

oligonucleótido 31T cortado con respecto a la cantidad de oligonucleótido intacto (corte relativo), y 

comparada con el corte relativo en ausencia de compuestos inhibidores. Los valores de concentración 

inhibitoria al 50% (IC50) de cada compuesto se hallaron mediante interpolación en las curvas de dosis-

respuesta correspondientes.  

Inhibición de la actividad DNA polimerasa dependiente de RNA 

Se empleó el complejo molde/iniciador PCIS-87/PCIS-94, con el iniciador PCIS-87 marcado 

radiactivamente (Tabla 1). Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 21 µL, conteniendo 

complejo molde/iniciador 30 nM, enzima RT 7-14 nM, dGTPs 25 μM, dCTPs 25 μM, solución tampón 

Hepes pH 7,0 (conteniendo 15 mM NaCl, acetato de magnesio 15 mM, acetato potásico 130 mM, 

ditiotreitol 1 mM y 5% (w/v) polietilenglicol (PEG) 6000 y el inhibidor a evaluar disuelto en DMSO 

50%. 

En primer lugar se preincubó durante 5 min a 37ºC una solución de 18,9 μL que contenía el complejo 

molde/iniciador, la RT, el buffer y el inhibidor correspondiente. A continuación, la reacción de 

polimerización se inició añadiendo 2,1 μL de los dNTPs diluidos en el mismo buffer. Se tomaron 

alícuotas a distintos tiempos (30, 60 y 120 s, y 10 min) y se mezclaron con un volumen igual de la 

solución de parada utilizada en los ensayos de actividad RNasa H. Los productos de reacción se separaron 

en condiciones desnaturalizantes en geles de poliacrilamida y urea, y se visualizaron y cuantificaron 

mediante el empleo de placas fotoestimulables 2040S y un lector BAS-1500 (Fuji), utilizando el software 

TINA versión 2.09 (Raytest Isotopenmessgerate Gmbh, Staubenhardt, Alemania). Ejemplo indicado en la 

Figura 4.  

 

Figura 4.- Fundamentos del ensayo de inhibición de la actividad DNA polimerasa dependiente de 

RNA. Si la RT no se encuentra inhibida, se asocia al complejo PCIS-87/PCIS-94 y es capaz de 

elongar el oligonucleótido PCIS-87 mediante la adición de 2 nucleótidos. Los productos elongados 

pueden ser cuantificados en un gel de electroforesis. Cuanto menor sea la inhibición de la actividad 

polimerasa, mayor es la cantidad de productos elongados con respecto al PCIS-87 intacto. La estrella 

amarilla representa el marcaje radiactivo en el extremo 5’ del oligonucleótido PCIS-87. 

La inhibición de cada compuesto se calculó mediante la evaluación de la cantidad relativa de cebador 

elongado con respecto a cebador sin elongar (elongación relativa), y comparada con la elongación relativa 

en ausencia de compuestos inhibidores. Los valores IC50 de cada compuesto se hallaron mediante 

interpolación en las curvas de dosis-respuesta correspondientes.  

Inhibición de la actividad integrasa 

La obtención de la enzima integrasa y los ensayos de inhibición de su actividad han sido realizados por 

personal del laboratorio dirigido por el doctor Luis Menéndez Arias [32]. La enzima integrasa cuenta 

principalmente con tres actividades: procesado de 3’, transferencia de banda y desintegración. En este 

trabajo se muestran los datos de inhibición de distintos compuestos sobre la transferencia de banda, es 

decir, la actividad de la integrasa que une covalentemente el DNA viral al DNA de la célula hospedadora.   

Resultados 

Inhibición de la actividad DNA polimerasa dependiente de RNA  

Todos los compuestos evaluados muestran una débil inhibición de la actividad polimerasa. Comparando 

los porcentajes de inhibición de cada compuesto a 50 µM, SL-6h es el inhibidor más potente, pues 

muestra un 30,3 % ± 10,7 de inhibición, superior a la ofrecida por WX-II-25 (<15 %), II-4 (18,9 % ± 

11,4) y XQ-9 (22,1 % ± 9,1). Hay que tener en cuenta que la desviación típica de los valores de inhibición 
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es relativamente elevada, por lo que las diferencias entre SL-6h y los inhibidores II-4 y XQ-9 no serían 

significativas. En la Figura 5 se muestran, a modo de ejemplo, los resultados obtenidos para SL-6h.  

 

Figura 5.- Inhibición para SL-6h de la actividad DNA polimerasa dependiente de RNA. (A) 

Separación electroforética del cebador PCIS-87 intacto y PCIS-87 elongado. (B) Curva dosis-

respuesta para la inhibición. Se representan los valores medios de inhibición para los tiempos 30, 60 y 

90 s ± la desviación estándar como barras de error (n=3).  

Si comparamos la elongación relativa a los 10 minutos (Figura 5A), se aprecia que existe una mayor 

cantidad de cebador elongado en el control negativo con respecto a las distintas concentraciones del 

inhibidor. Y lo mismo sucede si se comparan el resto de tiempos. Esto es indicativo de que SL-6h inhibe 

la actividad DNA polimerasa dependiente de RNA, siendo mayor la inhibición cuanto mayor sea su 

concentración. Sin embargo, esta inhibición es bastante débil, pues la cantidad de cebador elongado, a 

pesar de ser menor, no difiere mucho con respecto al control. Todos estos datos fueron cuantificados para 

calcular la curva dosis-respuesta correspondiente (Figura 5B).  En ella se puede apreciar que la inhibición 

no fue superior al 50% en ninguna de las concentraciones evaluadas. Sería necesario realizar ensayos con 

un rango de concentraciones mayor para determinar con exactitud el IC50, pero en cualquier caso la 

potencia inhibidora obtenida se considera baja. 

Inhibición de la actividad RNasa H y la actividad integrasa 

Los datos de inhibición de la actividad RNasa H y la actividad integrasa se muestran en la Tabla 2, donde 

se integran junto con los datos de inhibición de la actividad polimerasa explicados anteriormente. 

    IC50 (µM) 

   RDDP RNasa H INST 

In
h

ib
id

o
r 

β-thujaplicinol > 100 1,98 ± 0,22 >100 

SL-6h > 50 (30,3 % ± 10,7) 1,85 ± 0,60 10,85 ± 2,22 

WX-II-25 > 50 (<15 %) 0,72 ± 0,07 ~ 1,0 

II-4 > 50 (18,9 % ± 11,4) 0,41 ± 0,13 - 

XQ-9 > 50 (22,1 % ± 9,1) 0,71 ± 0,13 - 

Tabla 2.- Actividad inhibitoria de compuestos dirigidos contra el centro activo de la RNasa H. Los 

valores indicados corresponden a la media ± desviación estándar, obtenida a partir de al menos 2 

experimentos. Los valores de inhibición de la RNasa H y de la actividad de transferencia de banda de 

la integrasa (INST) para β-thujaplicinol y WX-II-25 se han tomado de Gao et al. [38], mientras que 

los de SL-6h fueron determinados por Sun et al. [32]. Junto a los valores de inhibición para RDDP se 

muestra entre paréntesis el porcentaje de inhibición de los compuestos a 50 µM. 

En cuanto a la actividad RNasa H, todos los inhibidores muestran una gran potencia, con IC50s del rango 

micromolar y submicromolar. En todos ellos el valor IC50 es inferior al existente para el inhibidor de 

referencia β-thujaplicinol, uno de los primeros inhibidores de la actividad RNasa H descubiertos, y que 

cuenta con gran potencia y selectividad hacia esta diana [39]. 

Y en cuanto a la actividad integrasa, únicamente WX-II-25 muestra una buena inhibición de esta 

actividad. Cuenta con un IC50 aproximado de 1 µM, potencia similar a la observada para la inhibición de 

la actividad RNasa H. Su potencia inhibitoria de la actividad integrasa no se ha calculado con exactitud, 

pero se vio que a 1 µM inhibía más de un 50% [38], por lo que su IC50 seguramente esté debajo de 1 µM. 

Por el contrario, para SL-6h la potencia de inhibición es más modesta, con un IC50 de 10,85 µM.  

Con todos estos datos se aprecia que SL-6h es el único inhibidor triple, aunque con potencias muy 

dispares para las tres actividades, siendo potente para inhibir la RNasa H y con una inhibición modesta de 

la actividad polimerasa, a pesar de ser la mejor de los compuestos evaluados. Por contra, WX-II-25, que 

no es activo frente a la DNA polimerasa, muestra mejores potencias para la actividad RNasa H e 

integrasa, siendo ambas del rango submicromolar. Y, por último, encontramos que los mejores 

inhibidores de la RNasa H (II-4 y XQ-9) muestran una inhibición intermedia de la actividad polimerasa, 

pero se desconoce su eficacia frente a la integrasa, que quedaría pendiente de evaluar.  
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Discusión 

Desde que se comenzó la búsqueda de antivirales para el VIH, la enzima RT ha sido uno de los objetivos 

principales debido a su papel esencial en el ciclo replicativo. De hecho, casi la mitad de los antivirales 

descubiertos afectan a esta enzima y constituyen la base de todos los tratamientos antirretrovirales 

actuales [40]. Sin embargo, todos ellos interfieren con la actividad DNA polimerasa, no habiendo ningún 

fármaco antiviral que afecte a la actividad RNasa H. Por este motivo, cada vez son mayores los esfuerzos 

para conseguir inhibidores de la RNasa H que puedan llegar a la clínica, pues los antivirales conseguidos 

hasta ahora han fracasado sobre todo por su toxicidad [30].  

En este trabajo se han evaluado los inhibidores WX-II-25, SL-6h, II-4, y XQ-9, los cuales fueron 

obtenidos con el objetivo de inhibir la actividad RNasa H. Esta inhibición ha sido confirmada en todos 

ellos y se ha explorado su capacidad para inhibir otras dianas, bien por ser quelantes inhibidores del sitio 

activo que podrían inhibir la integrasa por su similitud estructural del sitio activo, o bien por si afectan al 

dominio polimerasa RT, cercano al dominio RNasa H. Ninguno de los compuestos evaluados ha 

mostrado una inhibición considerable de la actividad DNA polimerasa dependiente de RNA, siendo SL-

6h el único que muestra cierta inhibición destacable. En cambio, algunos inhibidores sí han exhibido una 

inhibición potente frente a la integrasa, lo cual abre la posibilidad a su desarrollo como inhibidores 

duales. 

Uno de los mejores inhibidores de la RNasa H evaluados es WX-II-25 (IC50 = 0,72 µM), el cual además 

presenta una gran potencia frente a la integrasa (IC50 ~1 µM). Por tanto, es un inhibidor dual con 

potencias similares en ambas dianas (ratio IC50 INST/IC50 RNasa H ~1,4). WX-II-25 forma parte de una serie 

de compuestos sintetizados con las siguientes características: se sustituyó el anillo heptamérico del β-

thujaplicinol (Figura 2) por un grupo aromático galoil, similar en estructura, y que sigue contando con el 

farmacóforo de 3 oxígenos (señalado en rojo en la Figura 2); y a esta estructura se le añadieron distintos 

grupos periféricos unidos a través de anillos de piperidina [41]. Por tanto, WX-II-25 se puede clasificar 

como inhibidor del sitio activo, pues cuenta con los oxígenos necesarios para quelar los magnesios del 

sitio catalítico. Curiosamente, a pesar de que β-thujaplicinol y WX-II-25 cuentan con un farmacóforo 

muy similar, WX-II-25 aparte de inhibir la RNasa H también afecta a la integrasa. Una explicación de 

esta diferencia podría ser el mayor tamaño de la parte hidrofóbica en WX-II-25. De hecho, esta 

característica se considera esencial para los inhibidores de la integrasa, pues todos los inhibidores 

descubiertos cuentan con una región de anclaje hidrofóbica que se asocia a una región altamente apolar 

cercana al sitio catalítico de la integrasa [42].  

Otro inhibidor dual identificado es el compuesto SL-6h, aunque en este caso su potencia inhibitoria es 

peor que la vista en WX-II-25, tanto para la actividad RNasa H como para la actividad integrasa. 

Asimismo, muestra cierta inhibición frente a la actividad RDDP, por lo que se le podría considerar 

incluso un inhibidor triple. Su potencia frente a la RNasa H es relativamente buena, con un IC50 de 1,85 

µM, mientras que su inhibición de la actividad integrasa es más modesta (IC50 = 10,85 µM). Esto hace 

que la proporción relativa de ambos valores sea alta (IC50INST /IC50RNase H ~5,9), por lo que a pesar de 

tener una actividad inhibitoria múltiple, SL-6h es más selectivo frente a la actividad RNasa H.  

SL-6h forma parte de una serie de derivados de 5-hidroxipirido[2,3-b] pirazin-6 (5H)-onas [32], 

diseñados para tratar de inhibir la actividad RNasa H y la integrasa a través de la unión al bolsillo 

catalítico, por lo que también se clasifica como inhibidor del sitio activo. Todos los compuestos de la 

serie cuentan con una misma estructura con el farmacóforo de oxígenos (indicado en rojo en la Figura 2), 

y difieren entre ellos en función de los grupos biaril unidos al nitrógeno del carbono 4.  Dentro de la serie, 

todos los compuestos cuentan con una buena inhibición de la actividad RNasa H, siendo SL-6h 

(identificado como compuesto 7f por Sun et al. [32]) uno de los más potentes. Sin embargo, el compuesto 

7a destaca por contar con una mejor inhibición dual. Dado que SL-6h y 7a difieren únicamente por el 

grupo biaril, esta sustitución parece ser clave para modular una inhibición dual o más selectiva hacia la 

actividad RNasa H. Una explicación de esta diferencia podría deberse a la composición de los sitios 

activos: el sitio de la RNasa H cuenta con cuatro residuos ácidos con carga negativa (Asp443, Glu478, 

Asp498 y Asp549) que neutralizan completamente las cargas de los dos Mg2+, mientras que en el sitio 

activo de la integrasa solo hay tres residuos ácidos, por lo que no es electrostáticamente neutro. Esto hace 

que la electronegatividad de los compuestos influya en la unión y, por tanto, en su inhibición [30]. 

Por otra parte, para los inhibidores II-4 y XQ-9, con los datos obtenidos no se puede determinar si tienen 

actividad inhibitoria múltiple. Ambos son inhibidores muy buenos de la actividad RNasa H, con IC50s del 

rango submicromolar (0,41 y 0,71 µM respectivamente). Por el contrario, apenas inhiben la actividad 

DNA polimerasa dependiente de RNA (IC50s mayores que 50 µM) y se desconoce si son capaces de 

interferir con la enzima integrasa.  

En los últimos años se han desarrollado numerosos inhibidores de la RNasa H (como los presentados en 

este trabajo) con capacidad de alterar otras dianas, habiéndose descubierto diversos inhibidores duales. 
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Por ejemplo, el compuesto 11j (un tipo de hidroxitienopirimidinediona) ha mostrado ser un inhibidor dual 

potente para las actividades RNasa H e integrasa (IC50s de 0,04 y 2,10 µM respectivamente), mientras que 

el compuesto 22 (un tipo de oxazinona) es potente frente a la RNasa H y la DNA polimerasa (IC50s de 

0,53 y 2,90 µM respectivamente) [30]. Incluso se han llegado a describir inhibidores triples, como el 

compuesto 13j, un tipo de N-hidroxipirimidinediona que inhibe la actividad RNasa H con un IC50 de 

0,005 μM, e interfiere también en la actividad DNA polimerasa dependiente de RNA e integrasa con 

valores IC50 bajos (10,0 y 4,0 μM respectivamente) [43]. El desarrollo de estos antivirales es muy 

complicado, habiendo distintas razones que explican su difícil creación y su posterior llegada a clínica. En 

primer lugar, encontramos que el surco del dominio RNasa H es poco profundo, por lo que proporciona 

escasos puntos de interacción con moléculas inhibidoras, haciendo difícil el desarrollo de buenos 

inhibidores que funcionen in vitro. Por otra parte, aquellos que funcionan in vitro suelen fallar en ensayos 

celulares y los pocos inhibidores que demuestran ser exitosos en ambos ensayos suelen mostrar 

toxicidades elevadas que impiden su llegada a la clínica [30].  

Conclusión 

En este trabajo destaca especialmente el compuesto WX-II-25, el cual ha demostrado ser un buen 

inhibidor dual de la actividad RNasa H e integrasa; así como el compuesto SL-6h, que además muestra 

cierta inhibición destacable de la actividad RDDP y que podría servir de referencia para el diseño de 

inhibidores triples con gran potencia. Por tanto, ambos serían buenos candidatos para continuar su 

investigación. En el futuro, entre otras cosas, sería conveniente determinar si los inhibidores II-4 y XQ-9 

son capaces de inhibir la actividad integrasa; así como evaluar la inhibición de todos los compuestos en 

ensayos celulares, estudiar su permeabilidad de membrana, examinar su selectividad frente a RNasas 

humanas (para predecir si pueden ser tóxicos) y describir en detalle su unión a los enzimas, bien por 

estudios de mutagénesis dirigida o bien a través de cristalografía de rayos X o resonancia magnética 

nuclear.  
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