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Proteinas celulares complices de las proteinas regulatorias y accesorias del VIH-1
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RESUMEN

Laresistencia del virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1) a medicamentos

antivirales ha presionado la busgueda de métodos alternativos de terapia. En esta
revision, se presenta un analisis de los avances mas recientes en el estudio de la
interaccionentrelasproteinasregulatoriasy accesoriasdel VIH-1 confactorescelulares,
sus efectos en la célula huésped y los beneficios para el virus. Se muestra como estas
proteinas virales alteran procesos fundamentales de la célula huésped de manera muy
precisay las utilizan para aumentar la replicacion viral, evadir la respuesta inmune del
hospedero y causar enfermedad.
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El virus de la inmunodeficiencia
humanatipo 1 (VIH-1), el agente cau-
sal del sindrome de inmunodeficiencia
humana(SIDA) esunretrovirusmiem-
bro del género de los lentivirus. Su
genoma, ademas de presentar genes
gue codifican paralas proteinas estruc-
turales gag, pol y env, comunes a los
otros retrovirus, codifica 6 proteinas
accesorias/regulatorias Tat, Rev, Vif,
Vpr, Vpuy Nef comprometidas en la
regulacion de lainfeccion, produccion
viral y patogenicidad®3.

Durantelainfeccion el VIH-1 utili-
zamultiples factores celulares para su
ciclo deviday establece unainterrela-
cionconlacélulay e hospedero; inclu-
so se vale de algunas proteinas celula-
res para causar enfermedad (patogé-
nesis) y como herramientaparafavore-
cer la infeccién. En la infeccién por
VIH-1, tanto in vivo como in vitro, se
afectaun gran nimero de funciones de
las células del sistema inmune, inclu-
yendo laquimiotaxis, fagocitosis, muer-
te intracelular y produccién de cito-
guinas en los monocitos/macroéfagos.

Un claro ejemplo es la modulacion
por parte de las proteinas virales Nef,
Vif, Vpu, Vpr y Rev de VIH-1, de un

ndmero importante de vias de sefializa-
cion a través de interacciones con €l
citoesqueleto y proteinas citoplas-
micas®. Otro ejemplo de como las pro-
teinasviralesafectanlacélulahospede-
raeslaregulaciéon delaexpresionenla
membrana celular de receptores como
el complejo mayor de histocompa-
tibilidad tipo I (MHC-1), regulado por
tres proteinas virales en diferentes ni-
veles, la proteina Tat que inhibe la
transcripcion de MHC-I, Vpu que re-
tiene las cadenas peptidicas nacientes
de MHC-I en € reticulo endoplasmico
y Nef que medialainternalizacion se-
lectiva de moléculas desde la membra-
na plasmatica’.

Tat, un inductor de la transcrip-
cion degenescelulares. El adtonivel de
transcripcion del ADN del VIH-1inte-
grado en el genoma del hospedero
(provirus), es regulado por una protei-
na viral de aproximadamente 14 kD
Ilamada Tat. Tat es un activador se-
cuenciaespecifico inusual que recono-
ceun ARN altamente estructurado pre-
sente en los transcritos nacientes, lo
gue permite estimular la transcripcion
del provirus. En ausenciade Tat en las
células infectas | as proteinas celulares
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inician latranscripcién del genomadel
VIH-1, pero la mayoria de transcritos
sbloa canzan entre 50y 60 nucl edtidos,
gueluego son degradados. Esto signifi-
ca que la transcripcion de todo el
genoma viral es muy deficiente. Una
vez se ha sintetizado la proteina Tat a
partir de un primer ARNm viral com-
pletamente procesado, ésta interactla
con laestructura TAR ARN presenten
en los transcriptos nacientes, activa la
elongacion de los transcritos virales y
por ende, unaeficientetranscripcion de
latotalidad del genomaviral. Por tanto,
la proteina Tat es un factor transcrip-
cional, conundominiodeactivaciénen
laregidn central quefuncionaenforma
independiente del dominio de union a
ARNA4S,

Laactividad delaTat esdependien-
te de la estructura TAR (por Tat
Activation Region), presente en €l ex-
tremo 5’ delos ARN virales nacientes.
Si bien la transcripcion del VIH-1 es
mediada por la ARN polimerasall ce-
lular, la funcién principal de Tat es a
nivel de la elongacion de la transcrip-
cion. Por tanto, la Tat juega un papel
fundamental enlaregulaciondelatrans-
cripcion total del genoma y de la
replicaciéndel VIH-1% Enestearticulo
setrataraenprimer lugar el papel deTat
en latranscripcion del genomavira y
luego su funcién en la patogénesis.

Tat en la transcripcién viral. Va-
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rios investigadores identificaron un
complejoproteicocelularllamado TAK
(Tat Associated Kinase) que se une a
dominio de activacion de Tat una vez
gueéstainteractiiaconsuligando Tary
permite la formacion de un complejo
capaz defosforilar el dominio carboxi-
terminal (CTD) delasubunidad mayor
dela ARN polimerasa Il (ARNPII)*7,
Se demostr6 que TAK era € mismo
complejo que previamente se habialla-
mado PITALRE, expresado de manera
ubicua en tejidos humanos, implicado
en la elongacion de la transcripcion.
PITALRE habiasidorenombrado Cdk9
porque se relacionabacon lafamiliade
quinasas dependientes de ciclinas
(Cdks).

Por el papel que desempefia Cdk9,
sebusco unaciclinaque pudieraconfe-
rirleaTAK especificidad por susustrato
y se identificd la ciclina T (CykT).
L uego sedetermind que CykT aumenta
laespecificidad de Tat por TAR, loque
incrementa su actividad y es necesario
paralaelongacién delostranscriptosin
vitro*. Este complej o también se cono-
ce como factor positivo de elongacion
de la transcripcion b (P-TEFb)®”. Por
andlisis de secuencia de aminoéacidos,
se especulé que PITALRE y P-TEFb
eran homologaso que P-TEFb formaba
parte de PITALRE®. Aunque se han
descrito otros factores que interactlan
con Tat-TAR y que posiblemente con-
tribuyen alatranscripcion deVIH-1, la
interaccion de Tat y TAR con Cdk9-
CycT pareceser criticaenlaprogresion
de la transcripciéont.

Tambiénsehadescritolainteraccion
de Tat con otros factores de transcrip-
cion incluyendo los factores de trans-
cripcionlH (TFIIH) ellF(TFIF). Gra
ciasaestasinteracciones, Tat estimula
lafosforilacién del dominio CTD dela
RNAPII. LafosfatasaFCPI escapaz de
defosforilar el dominio CTD de la
RNAPII; sinembargo, algunosinvesti-
gadores’ han descrito que gracias a la

interaccion Tat-FCPI se inhibe dicha
defosforilacion.

Tat también reclutaalaenzimares-
ponsable del encapuchamiento del
mMARN de mamiferos (Mcel) y a la
metiltransferasa cap (Hcm1l). El reclu-
tamiento de estas enzimas hacia TAR
aumenta la eficiencia de formacion del
encapuchamiento en e ARN trans-
crito®. Ambas, en asocio con la
ARNPII dependientedelafosforilacion
de CTD, trabgjan en la elongacién de
los transcriptos. La modificacion
postranscripcional deencapuchamiento
del MARN de VIH-1, es fuertemente
estimulada por laregion C-terminal de
Tat, que interactla directamente con
Mcel. También se ha descrito que Tat
puede ser acetilada a interactuar con
diferentes tipos de histona acetil trans-
ferasa(HATS), incluyendo el complejo
CBP/p300, PCAFy Hgen5%1, queafec-
talaexpresion génicatanto viral como
celular®.

En resumen, gracias ala capacidad
del complejo Tat-TAR de interactuar
con quinasas celulares, promueve la
transcripcion de mARN virales com-
pletos, que luego son transportados a
citoplasmaparalaexpresion delaspro-
teinas virales necesarias para producir
una nueva progenie viral infecciosa’.

Tat y patogénesis. Se ha demostra-
do que Tat se une con Egr-2y 3y
aumenta la transactivacién del promo-
tor de Fas ligando (FasL) mediada por
Egr; esta sobre-regulacién de FasL po-
driacontribuir alaapoptosisde células
T durante lainfeccién por VIH-1".

Por el contrario, Zhang M. et al.*®
lograron determinar que la infeccion
por VIH-1 sobre-regulatanto los nive-
les de mARN de Bcl-2 como de la
proteinamisma, empleando un sistema
de cultivo de macroéfagos derivados de
monocitos humanos; al regular la pro-
duccion de esta proteinaantiapoptética
podriaestar protegiendo las célulasin-
fectadas de la muerte por estavia.

La interaccion de Tat con la Mn-
superéxido dismutasa (Mn-SOD) tam-
bién parece tener un efecto en la
patogénesis de VIH-1. Tat reprime la
expresiéondeMn-SOD al elevar €l estrés
oxidativo, lo que aumentala prolifera-
cion celular, la apoptosis o atera la
actividad de proteinas que contienen
tiolato de zinc, como Spl’.

Tat interactia ademas con Pur a,
una proteina celular comprometida en
la transcripcion. Esta interaccion esta
ligada con la activacién de virus que
causan infecciones oportunistas en pa-
cientes con SIDA y con la transacti-
vaciondeLTRdeVIH-1. Lainteraccion
de Tat con € factor de transcripcion
NFAT1, PKCy conel complejo coope-
rativorel/AP1 puedeestar implicadaen
la alteracion de la produccion de
citoquinas como IL-10 e IL-2".

Laexposicion de cultivos celulares
de diferente origen (sistema nervioso
central y células T) con extractos alta-
mente purificados de Tat, elevalaacti-
vidad transcripcional de constructos
reporteros que contienen promotores
del factor de crecimiento transformante
betal (TGFB-1), del factor de necrosis
tumoral alfa(TNFo) y el LTRdel VIH-
1; ademasde esto, € tratamiento resul-
t6 en un aumento en el nivel demARN
de TGFB-1y TNFa en estas células'.
Otros investigadores confirman estos
hallazgos a informar que durante la
progresion a SIDA, se eleva la expre-
sidn de varias citoquinas comprometi-
das en la transduccion de sefiales tales
como TGFp-1,y decitoquinasproinfla-
matorias incluyendo MCP-1%°. El au-
mento de estas citoquinas es mediado,
a menos en parte, por la proteina Tat
del VIH-1.

La inhibicién de la expresion de
MHC-1 mediada por Tat probablemen-
te sedebe aunainteraccion directacon
TAFI1250, una subunidad de TFIID
gueimpidequeésteseunaalacajaSpl,
interaccion indispensable para la acti-
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vidad del promotor de MHC-15.

Se ha descrito también que Tat es
capaz deinteractuar con otrasproteinas
celulares, pero se desconoce s esta
interaccion esta relacionada o no con
algunafuncion especificaentreotrasla
interaccién con Tipl110, conlaproteina
de union a Tat 1, con € factor esti-
mulador de Tat 1 (Tat-SF1), con el
dominio POZ delaproteinaFBI-1, con
el receptor nuclear coactivador de la
proteinaGRIPL, proteinaGLI-2, conel
factor de elongacion Spt5y conlapro-
teina de union a ADN/ARN de cadena
sencilla ' YB-1".

Vpr: una maquina de control del
ciclocelular. El VIH-1tienelaparticu-
laridad de replicarse en células que no
estan en divisiéon activa. La proteina
viral Vpr, deaproximadamente14kDa,
es probable que juege un papel muy
importante en lainhibicion delaexpan-
sidnclonal a permitir ladetenciéndela
célula en lafase G2 del ciclo celular,
etapadonde & LTR del VIH-1 es mas
activo*18, Solo la expresion de Vpr es
suficiente para alterar el ciclo celular.
Ademés, V pr esuntransactivador débil
del LTRdel VIH-1y deotrospromoto-
res virales homdlogos, como €l del vi-
rus Epstein Barr y el de citomega-
lovirus®.

Sherman et al.*, caracterizaron ala
Vpr como una proteina nucleocito-
plasmica con dos sefiaes de importa-
ciony unasefial de exportacion nuclear
dependiente de exportina-1 y nucleo-
porina. Mutacionesenel NESdelaVpr
debilitan su incorporacion en el nuevo
virion*18, Tambiénellosdemuestranque
la secuencia de exportacion nuclear
(NES) de Vpr es requerida para una
eficiente replicacién de VIH-1 en
macroéfagos.

Sehademostrado quevirusnatural-
mente no infecciosos o virus defectuo-
sosgraciasainhibidoresdelatranscrip-
tasareversa o proteasa, son capaces de
parar € ciclo celular; esos resultados
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sugieren quetanto losvirusinfecciosos
como los no infecciosos in vivo asi
como aguellos circundantes de las cé-
lulas dendriticas folicul ares participan
en la supresion inmune, gracias a la
accion de Vpr?,

Vprinduceladiferenciaciéncelular
incluyendo la activacion de la trans-
cripcidn de genes celulares; induce la
inhibicion del crecimiento de cultivos
celularesprimariosy variaslineascelu-
lares de origen tumoral, alin en ausen-
ciadeotras proteinas virales, mediante
un bloqueo del ciclo celular en lafase
G2/M2t. En 1998 seidentifico un factor
celular que interactta con Vpr, deno-
minado hVIP/MOV 34 (proteinahuma-
nagueinteractiacon Vpr) que esidén-
tico a mov34, una proteina pertene-
cientealafamiliadefactoresregulado-
res de latranscripcion, miembros dela
familiade proteasomay proteinascelu-
lares comprometidas con la transicion
de la fase G2/M del ciclo celular en
mamiferos®?. En este mismo trabgjo
demuestran una asociacién entrelain-
duccion de parada del ciclo celular en
G2/M inducidapor Vpry uncambio en
la localizacion subcelular de hVIP/
MOV 34 desdeel nicleo aunalocaliza
cion perinuclear. El proceso esta aso-
ciado con unainhibicién delamadura-
cion promovida por factores asociados
con la actividad quinasa de la histona
H1. Ramanathan et al®.demuestran que
la regién carboxiterminal de hVIP es
critica para su interaccién con Vpr.

Mediante ensayos de inmuno-
precipitacion, Sawaya et al.2* lograron
determinar que la Vpr interactlia con
Sp-1y con P53, posiblemente forman-
do un complgo tripartita; P53 es otro
elemento clave en € control del ciclo
celular.

Vpr y la importacion hacia e nu-
cleo. El complejo de preintegracion de
VIH-1 (VIH-1 CPI) entraen el ncleo
atravesando el canal acuoso central del
complejo del poro nuclear. El VIH-1

CPI presenta tres proteinas nucleo-
filicas, matriz, integrasay Vpr. Parece
ser que la Vpr actla en una faceta
complementaria para aumentar laim-
portacién del CPI al nucleo celular en
ausencia de division®. Ensayos de
colocalizacion celular realizados por
Vodicka et al.’® mostraron que Vpr se
encuentra en el complejo de poro nu-
clear (NPC), conNsplpy conNupl59p.
Describen que Vpr no sblo colocaliza
con laimportina-o. y Nsplp, sino que
interactUa con €llas; sugieren ademés
guelalocalizacion nuclear de Vpr obe-
dece asu tamafio pequefio més queasu
capacidad de entrar al nucleo, pues la
proteinaheterdloga 3-gal actosidasafu-
sionadacon V pr no pudo ser tanslocada
al nicleo por esta proteina viral. Vpr
puede interactuar especificamente con
la regién FG (repeticiones de fenila-
lanina-glicina) de la nucleoporina
Pom121%8, que forma parte del CPN.

Interaccion de Vpr con otras pro-
teinas celulares. Se ha descrito que
Vpr interacta con la uracil ADN
glicosilasa (UNG), una enzima de re-
paracién comprometida con la remo-
cion del uracilo en el ADN, pero no
afecta su actividad enzimética'. Estu-
dios' in vitro han mostrado quelaVpr
se une con la proteina citosolica Rip-1
e induce su translocacion a nicleo;
posiblemente Rip-1 es una proteina
transportadora que lleva a Vpr a ni-
cleo. Ademas, Vpr y Rip-1 coinmuno-
precipitan con el receptor de glucocor-
ticoideshumano como partedeun com-
plejo activado de receptor. Estos datos
podrian incluir a Vpr en la via trans-
cripcional mediada por el receptor de
glucocorticoide.

Rev, proteina viral crucial en la
exportacion de transcriptos de VIH-1
sin procesar. La proteinaviral Rev es
funcional en una amplia variedad de
células eucariotes, incluyendo levadu-
ras, Drosofila, huevos de Xenopus y
mamiferos. Esto sugiere que los
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cofactorescelularesqueinteractiiancon
Rev podrian ser proteinas conservadas
evolutivamente, esenciales paralafun-
cion de cé8ulas normales®.

Similar aTat, laproteina Rev parti-
cipaenlaregulaciondelaexpresiondel
genomade VIH-1, esdecir, serequiere
de Rev paralaexpresion delamayoria
de las proteinas de VIH-1 necesarias
para €l ensamble de particulas virales
infecciosas®. VIH-1 una vez integrado
a genoma (estado proviral) generatres
tipos diferentes de mARN segin su
procesamiento: de 9 kb (no procesa-
dos) que codificaparalasproteinas gag
y gag/pol; de 4 kb (semiprocesados)
que codifican paraenv, vif y vpu, y de
2 kb (completamente procesados), que
codifican paralas proteinas Tat, Revy
Nef?; en consecuencia, todos estos
transcriptos son necesarios para una
eficientesintesisdeproteinasviralesen
el citoplasma. Es de anotar que la ma-
yoriadelos ARNSs celulares sin proce-
sar son retenidos en el nticleo, donde se
maduran o degradan; por tanto, los
MARNSs viralesde 9y 4 kb, deben ser
exportados a citoplasma por mecanis-
mos adicionales®#’. Para resolver este
problema, el genomadel VIH-1, cuenta
con la proteina Rev, que tiene la capa-
cidad de interactuar con la estructura
RRE (Rev Response Element) presente
enlostranscriptosviralesque muestran
intronesy los exporta a citoplasmaen
asocio conciertasproteinascelulares, a
través del CPN%, Rev especificamente
induce la acumulacion de estos trans-
criptos en el citoplasma?.

La proteina Rev, de aproximada
mente 18 kDa, consiste de un dominio
aminoterminal rico en arginina, que
participa en tres funciones diferentes:
interactuar con RRE, en la homodime-
rizacién que se produce en respuestala
unién con el RRE y como una sefial de
localizacién nuclear (NLS). En la re-
gion carboxitermina presenta un do-
minio efector rico en leucina, que fun-

cionacomo unaNES, dependientedela
exportina 1. La nucleoporina humana
hRIP/Rab interactla especificamente
con el dominio efector de Rev?. Los
resultados obtenidos por Fritz et al.#
sugieren que el dominio efector de Rev
mimetizalasNESdelasproteinascelu-
lares porque la NES de PKI puede re-
emplazar funcionalmente el dominio
efector de Rev, graciasasu interaccion
con hRIP/Rab. El papel de PKI en la
célula todavia no es claro, pero esta
proteina puede entrar a nicleo e inhi-
bir lasfunciones nuclearesdelaprotei-
na quinasa dependiente de CAMP.
Venkatesh et al.?°, demostraron que
la REBP (Rev/Rex effector binding
protein) es capaz de aumentar laexpre-
sidn de un gen reportero dependiente
del complejo Rev-RRE, ya sea en for-
ma independiente o en forma coopera-
tiva con hRIP/Rab. Ademas, |os auto-
res sugieren que REBP podria funcio-
nar como un mediador delafuncién de
NES de Rev y participar en la exporta-
ciondel ARN durantelainfeccionviral.
Translocacion citoplasma-nucleo.
LaproteinaRev estranslocadahaciael
nicleo graciasalaNLS presente en la
region C-terminal delaproteina, quees
reconocidapor laimportinac, (también
conocidacomo carioferinacy), queasu
vez se une a un segundo factor de im-
portacion, laimportina 3 (o carioferina
13) (Grafical). Sehademostrado queen
el ingreso de Rev a nicleo también
participa la fosfoproteina B23 que
interactCia con la NLS?®%, También se
ha descrito que moléculas de ARN son
capaces de inhibir la importacién de
Rev haciael nicleoencélulaspermeabi-
lizadas®, gracias a la inhibicién de la
interaccién entre el dominio rico en
argininade Rev y laimportina 3.
Exportacién detranscriptosvirales
semimadurosy sin madurar. El meca-
nismo molecular para la exportacion
nuclear mediadapor Rev hasido objeto
deintenso estudio, lo que hapermitido

comprender muchos procesos utiliza-
dos por lamisma célulay profundizar
enel conocimientodelarelacionvirus-
hospedero.

Unavez seidentifico aRev comola
proteina responsable de la exportacion
delostranscriptosvirales, muchosgru-
possedieron alatareade encontrar las
proteinas celulares implicadas en esta
funcién. La primera proteina identifi-
cadafuelaexportinal. El andlisisdela
secuencia primaria de la exportina 1/
Crm1 demostré que es miembro de la
superfamilia de importina-g (kario-
ferina-3), receptorescomprometidosen
€l transporte nuclear®.

En el nucleo, unavez Rev se une a
mMARN que contiene RRE (Gréfica 1),
al menos dos proteinas solubles celula-
resseasocianconestecomplejo: CRM 1
y Ran, paraformar el complejo de ex-
portacion. También se ha demostrado
gue laNES de Rev interactlia coopera-
tivamente in vitro con laexportinaly
Ran guanosinatrifosfato (GTPasa), un
factor esencial de transporte nuclear,
de una manera que requiere que Ran
esté en su forma unida a GTP". La
primera asociacion entre Rev y la
exportinal/Crml se realizd usando la
citotoxina leptomicina B (LMB), por-
gue inhibe la exportacion de mARN
dependiente de una NES en cultivos
celulares, sugiriendo que el complejo
Rev/RRE-CRM1-RanGTP es sensible
a esta citotoxina®.

Este complgjo terciario (Rev-RRE-
CRM1) interactda con algunas nucl eo-
porinas presentes en e complejo del
poronuclear, loqueal final resultaenla
translocacion del mARN viral sin pro-
cesar del citoplasma.

Mediante el sistema de doble hibri-
do en levadura, seidentificaron 2 gru-
pos de proteinas que interactlan con
Rev en forma dependiente de la NES:
hRip (human Rev-interacting protein)
y Rab (Rev/Rex activation domain-
binding protein)?; hRIP es una protei-
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Gréafica 1. Representacidén esquematica de la replicacién del VIH-1. Una vez el virus penetra en el citoplasma, la transcriptasa
reversa (RT) viral transcribe el material genético en una molécula de ADN, el cual es transportado al nicleo como un complejo
de preintegracién. En el niicleo, el ADN es integrado en el cromosoma celulary se conoce como provirus; utilizando el provirus
como matriz, la ARN polimerasa Pol Il celular transcribe tres tipos de mARN. EI namero 1 representa el mMARN completamente
procesado, que da origen alas proteinas Tat, Revy Nef. Los nimeros 2y 3representan el mARN semiprocesado y sin procesar,

que son exportados hacia el citoplasma, por la proteina Rev,
mRNAs. Una vez formado el complejo Rev-RRE, recluta algunas proteinas celulares (CRM1)

la cual interactGia con

la estructura RRE presente en ese tipo de
implicadas en la importacién y

finalmente los mARN son exportados a través del complejo del poro nuclear. Una vez en el citoplasma, los transcritos son
reconocidos por los ribosomas y se sintetizan las respectivas proteinas (ver texto).

naqueformapartedelaviadeexporta-
ciondeproteinasdel nicleo d citoplas-
ma. La sobre-expresion de hRIP/Rab
en células de mamifero, aumenta la
actividad de Rev?.

Se ha demostrado que diferentes
proteinas se unen a dominio de activa-
ciondeRev, entreellasRiplp (proteina
celular de levadura que hace parte del
complejo del poro nuclear) y su homo-
logo en mamiferos, hRIP/Raby €l fac-
tor de iniciacion eucariético 5A (elF-
5A), cuya interaccion interviene en la
exportacién de los transcriptos virales
sin madurar?’:3364,

Rev y el procesamiento de mARN.
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Se han descrito otrosfactores celulares
gueinteractdan con Rev. Las proteinas
YL2 (murina) y su homélogo humano
p32 interactdan con el dominio bésico
de Rev (el mismo dominio que inter-
actacon RRE) y contribuyeal proceso
de oligomerizacién®. La proteina p32
se asociacon ASF/SF2, un factor esen-
cial en e splicing y se ha hipotetizado
gue contribuye como un puente con la
maquinaria celular de splicing®.

Powell et al.*® demostraronque A SF/
SF2 (miembro de la familia de protei-
nas serina-arginina -SR- comprometi-
daen laregulacion del procesamiento
del mARN) interactUaespecificamente

con unasubregion de RRE in vitro, de
manera dependiente de Rev; la sobre-
expresion de SF2/ASF y SC35 inhiben
lafunciondeRevy lareplicacionvira®.
Esosresultadossugieren queen lainhi-
bicion del procesamiento de los trans-
criptos virales Rev induce un salto de
los exones gracias a una interaccion
simultédnea de Rev y proteinas SR con
RRE, lo que atera €l subsecuente en-
samblgjey actividad cataliticadel com-
plejo de procesamiento. También se ha
demostrado que la interaccion de Rev
con hTra2a(miembro delafamiliaSR)
estimulalasfuncionesde Rev, sin dte-
rar o bien aumentando laconcentracion




Colombia Médica

Vol. 35 N° 2, 2004

de ARNZ%.

Vpu y Nef modulan lasefializacién
celular. Laglicoproteina de envoltura
ENV seuneal receptor celular CD, no
sblo en la superficie celular sino tam-
bién en el reticulo endoplasmico (RE)
antes de latranslocacién de laproteina
viral con la membrana plasmética®.
Por esto, el genomade VIH-1 codifica
tres proteinas, Vpu, Nef y gpl120, que
regulan negativamente la expresion de
CD, enlasuperficiedelaceluladurante
lainfeccion viral para expresar asi sus
glicoproteinas de envolturaen lamem-
brana celular. VIH-1 ha desarrollado
estrategias tanto para remover su re-
ceptor CD, delasuperficie (Nef) como
paraevitar que el receptor recién sinte-
tizado llegue a la superficie celular
(Vpu).

Se ha informado ademés que tanto
Vpu como Nef regulan negativamente
la expresion del complejo mayor de
histocompatibilidad tipo 1%, Asi, VIH-
1 hadesarrollado diversos mecanismos
paraperturbar €l tréfico intracelular de
proteinasdel hospedero con el propdsi-
todeaumentar lavirulenciadelaparti-
cula viral y escapar de la vigilancia
inmune.

Vpu como regulador. Vpu es una
proteina de aproximadamente 16 kDa,
con un dominio hidrofébico de anclagje
alamembranay unacolacitopldsmica
polar fosforilada. Se han establecido
dos funciones principales para Vpu:
degradacion de CD, y aumento en la
liberacién delasparticulasviralesdela
membrana plasmatica®. Vpu se une
con CD, en € REy lo hace blanco de
proteolisis en el citosol por la via
ubiquitina-proteasoma®“. Laconexion
directa entre Vpu y el proteasoma se
establ eci demostrando queV pu seune
alaproteina celular B-TrCP, que a su
vez se une con € factor blanco del
proteasoma Skplp. B-TrCP interactla
con Vpuy su reclutamiento en lamem-
branarequieredelafosforilacion delos

residuosserina52y serina56 presentes
enel motivodefosforilacion DSGXXS
deVpu, esenciales paraladegradacion
deCD,*; laresponsabledeestafosfori-
lacioneslacaseinaquinasal | (CK11)042,
Lainteraccion de Vpu con B-TrCP se
realizaatravés de regiones WD repeti-
das que se encuentran en laregion C-
terminal de3-TrCPy graciasaunacaja
F presente cerca de la region N-termi-
nal implicada en la interaccion con
SKPIP. Mutaciones de la caja F de 8-
TrCPtienen un efecto dominante nega-
tivo sobre la degradacion de CD, me-
diado por Vpu®. B-TrCP es un compo-
nente del complejo ligasa ubiquitina
E3. La importancia de estas interac-
ciones se confirmo con el aislamiento
de un complejo terciario CD,-Vpu-f-
TrCPin vivo®. Estainteraccion regula
ladegradaciondelkB-o., teniendo efec-
to a final en los genes regulados por
NF-kB y enlainduccién deapoptosis®.
También se hadescrito que Vpuinhibe
laactividad deNF-kB interfiriendo con
|adegradacion mediadapor 3-TrCP de
IkB-0%2,

Ademés de esta funcién, se ha des-
critoqueV pu puededisminuir laexpre-
siéndeMHC-I enlamembranacitoplas-
matica®>*®4, Estosignificaqueal degra-
dar los CD, y afectar el MHC-I, Vpu
permite por un lado preservar lainfec-
tividad viral y a mismo tiempo pro-
mueve la evasion del sistemainmune.

Nef, otro factor de virulencia. En-
tre los productos génicos de VIH-1
implicados en la modulacion de la se-
falizacion celular, Nef parece ser €l
maspotente. Seconsiderae factor prin-
cipal devirulenciatantoinvivocomoin
vitro®. Nef es unapequefia proteinade
27 kDa, requerida tanto para la
replicacion maximadel viruscomo para
la progresion de la enfermedad, me-
dianteel control delosfactoresde sefia-
lizacion de la célula®. Se hademostra-
do que defectosy variacionesen el gen
gue codifica para esta proteina, son

responsables de una rdpida, lenta o no
progresion del SIDA%. Nef esunapro-
teina de 206 aminoacidos con grupos
miristilo, queseexpresadeformaabun-
dante durantelainfeccién por VIH-1y
selocalizaenlamembrana plasmética,
el citoplasma, € nucleo y dentro del
virion®. Esta miristoilacion en la re-
gién aminoterminal de Nef y e domi-
nio de unién a SH3 rico en prolina,
sugieren que esta proteina podria
interactuar con proteinasdel hospedero
en la membrana plasmatica®®.

Nef ademas remueve CD, que ya
estaen lasuperficie celular, a acelerar
la endocitosis através de vacuolas cu-
biertas de clatrina®®. Algunos autores
sugieren que la endocitosis ocurre a
través de interacciones entre Nef y un
complejo proteico, el complejo adapta-
dor AP-2, que recluta proteinas trans-
membrana a vacuolas recubiertas con
clatrina. Especificamente, se encontré
queNef colocalizaconel complejo AP-
2 en lamembrana plasméaticay que se
une a sus subunidades directamente®.

Nef seuneal complejo de proteinas
adaptadoras (AP) de las vesiculas cu-
biertas, induciendo la expansién del
compartimento endosomal y alterando
laexpresion en lamembranacelular de
proteinascomo CD,, CD,,y MHC-I; es
decir, Nef a igual queVpu, escapaz de
regular negativamente la expresion de
estos receptores para aterar € estado
de activacion de las células T, aumen-
tando asi lainfectividad de laparticula
viral“.

Aungue son algo confusos los as-
pectos especificosdelaalteracion dela
cascada de sefidizacion de células T
por Nef, se hadescrito que Nef alterala
viade sefializacion delosreceptoresde
célulasT (TcR), lo cua escriticoenla
patogenicidad del SIDA, la sefidliza-
cion através del receptor delL-2y las
vias que llevan a la producciéon de
guimioquinas-monoguinas en macro-
fagos, asi comomuiltiplescascadasanti-
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apoptéticas®. Concomitante con la al-
teraciondelaviadeactivacionde TcR,
se presenta una sobre-regulacién del
factor de muerte Fasligando, lo quele
permite ala clulainfectada entrar en
contacto con células no infectadas e
inducir su muertee.

Algunos estudios sugieren que Nef
afecta la via de activacion de Fas a
travésdelainactivacion delascaspasas
3y 8%, El efecto de Nef sobreel MHC-
| tiene como propdsito proteger las cé-
lulas infectadas del reconocimiento de
loslinfocitos T citotdxicos™, mediante
unamodulacion negativade HLA-A 'y
B, cuyapermanenciaevitael reconoci-
miento por partedelasNK. Williamset
al .5 muestran por primeravez que Nef
funciona como un adaptador capaz de
unir el MHC-I con proteinas implica-
dasen € tréfico celular. El mecanismo
comprometido en la regulaciéon de
MHC-I por Nef sugiere que estaprotei-
naviral, en asocio con PACS, arrebata
la via endocitica de ARFG, por un
proceso dependiente de PI3K y regula-
cion negativadel MHC-I, delasuperfi-
ciecelular del sistematrans-golgi®2. En
este proceso estan involucrados tres
motivos de Nef: una region &cida, un
dominio SH3y un motivo M, que con-
trolan lasalidade PACS-1 del sistema
detrans-golgi, laactivacion de ARF6y
el secuestro en la parte interior del
sistematrans-golgi de MHC-I respecti-
vamente.

Sehadescrito ademés que Nef esta-
bilizalaunion de AP-1y AP-3 con las
membranas®®y que seco-localizacon
laclatrinay con AP-1 anivel del siste-
matrans-golgi, a igual que MHC-I, lo
gue sugiere que a este nivel también
regula su expresion‘.

Nef en asocio con las quinasas
celulares. Sehademostrado queNef in
vitro se asocia por |o menos con una
quinasa serina/treonina celular?, Nef
interactla ademas con la quinasa Src
Lck delinfocitos T, produciendo dafio
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especifico en la sefializacion™. Nef es
capaz demodificarlaactividad catalitica
de otros miembros de la familia Src,
incluyendoFyn, Hcky Lynal interactuar
con ellas®,

Se hadescrito lainteraccion de Nef
con otras proteinas celulares. Lafami-
lia de proteinas PAK juega un papel
muy importante en la organizacion del
citoesqueleto y la apoptosis®. Nef
interactta con PAK-2, y se cree que
participaen el ensambley liberacionde
los viriones del VIH-1. Wolf et al.*®
muestra que Nef es capaz de activar
PAK, que compromete lafosforilacién
de la quinasa fosfatidil inositol-3 (PI-
3). La asociacion de Nef/PI-3/PAK
fosforila e inactiva la proteina pro-
apoptética Bad, sin involucrar la pro-
teina quinasa B-Akt-quinasa, 1o quele
permiteinducir lamuerte delascélulas
Vecinas sanas, pero protege las células
infectadas de apoptosis por via mito-
condrial*®. Nef también interactda con
P53, que termina en una disminucién
de lavida media de esta proteina proa-
poptética, disminuyendo su unién con
el ADN“*. También se ha descrito la
unién de Nef con miembros delafami-
lia de quinasas serinatreonina, tales
como MAPK y PKC. En efecto, se
demostré que Nef es sustrato de PK C*
y que inactivaa MAPK®, pero alin es
desconocido el papel o implicaciones
de estas interacciones.

Vif supervisa el ensamble del vi-
rus. Laproteinavira Vif, a igua que
las proteinas celulares ciclofilina A
(CyPA) y la proteina-quinasa activada
por mitégenos (MAPK) debe estar pre-
sente en la célula infectada donde se
esta llevando a cabo €l ensamblaje de
los viriones. La ausencia de estas pro-
teinasresultaen el bloqueo delainfec-
cion poco después de la entrada en la
célula blanco®. Vif es una proteina ba&
sica de 23 kDa que se produce en un
estado tardio del ciclo de replicacion;
sehademostrado quelosresiduosbasi-

cos de su porcion carboxiterminal se
asocian con la fase citoplasmica de la
membrana celular®’.

Una fraccion sustancial de Vif esta
presente en el sitio de ensamble del
virus cerca de lamembrana plasmética
y sehasugerido que esto capacitaaVif
paramodular el ensamble del virién de
unamaneraquefacilitael desensamble
u otros eventos tempranos de infec-
ciont.

Estudiosrecientessugieren unaaso-
ciacion de Vif con laproteinainterme-
diadefilamento, con lavimentina, con
la tirosina quinasa Hck, y con HP68S,
una proteina celular de union a ATP;
el papel de estas interacciones aln es
materia de estudio. Se demostré por
microscopia confocal que Vif se en-
cuentra soluble en € citoplasma o se
asociacon €l citoesqueleto con losfila-
mentosintermedios, vimentinay quera-
tinag®’. La presencia de Vif afecta la
estructura de los filamentos interme-
diosy puede producir colapso comple-
todelared conformadapor ellos, resul-
tando en la formacién de agregados
perinucleares que contienen tanto Vif
como filamentos intermedios.

CEM15/APOBEC36 es una protei-
na celular requerida paralaresistencia
alainfeccion por un VIH-1 deficiente
del factor deinfectividad Vif. Harris et
al.® muestran que esta proteina es una
deaminasa incorporada en €l virion
durantelaproduccionviral y tienecomo
funciénladeaminaciéndedeoxicitidina
adeoxiuridinaen lacadenanegativade
un cADN deretrovirus, produciendola
destruccion del virus. Los autores de-
muestran que Vif es capaz de proteger
al MLV de ese efecto.

CONCLUSIONES

Para cumplir sus funcioneslas pro-
teinas reguladoras y las accesorias ne-
cesitan interactuar con factores de la
célula huésped en los diferentes pasos
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delainfeccion viral. Unacoordinacion
mediada por la interaccion proteina-
proteina es clave para una replicacion
eficiente y a la vez para controlar la
maguinariacelular. Sin embargo, ape-
sar de los avances logrados en los Ulti-
mos afios en lacomprension delarela-
cionvirus-hospedero, esnecesario pro-
fundizar en €l temacon el propésito de
utilizar estos conocimientos como una
herramienta en la lucha contra la dis-
persion del virus y/o e desarrollo o
progresion de la enfermedad causada
por lainfeccién.

En los dltimos afios, las proteinas
virales regulatorias y/o sus ligandos,
han comenzado aser blanco de muchos
estudios con fines terapéuticos, porque
el ciclodevidadel virusesdependiente
desufuncion. El desarrollo de péptidos
olacaracterizaciondeproteinascelula-
res capaces de inhibir en forma especi-
ficasusfunciones, serdun gran avance
en la busgueda de nuevos medicamen-
tos que permitan luchar contra la pro-
gresion del SIDA.

Iguamente, las caracteristicas de
las proteinas virales las convierten en
un blanco potencial para estudiar los
eventos celulares; un buen giemplo es
la proteina Vpr, que por su capacidad
deretardar laentradaen fase G2, puede
permitir estudiar eventos relacionados
con €l ciclo celular.

También es muy interesante el me-
canismo utilizado por Nef pararegular
negativamente la expresién de MHC-I
en la membrana citoplasmética de la
célula infectada. Mediante esta modu-
lacion, e VIH-1 logra escapar de la
actividad deloslinfocitosT citotoxicos
(CTL). Se ha encontrado que el HLA-
A, sobretodo el HLA-A2y el HLA-B
son regul ados negativamente, mientras
gque HLA-C y HLA-E no se afectan;
esta estrategia le permite a la vez a
VIH-1 proteger alacélulainfectadade
lalisispor células NK. Esteesun claro
gjemplo de como e VIH-1 logra un

equilibrio con e sistema inmune del
hospedero para evitar ser eliminado y
lograr asi mantener lainfeccion.

En resumen, el genoma del VIH-1
presentatoda lainformacion necesaria
para obtener un arsenal que pone en
“jaque mate” a hospedero, de manera
reguladay sin medir |as consecuencias.

SUMMARY

The resistance of human immuno-
deficiency virustype 1 (HIV-1) to anti-
viral drugs, has prompted a search for
alternative therapy methods. This
review presentsan analysis of the most
recent progress in the study of binding
among the HIV-1regulatory/accessory
proteinsand cell factors, their effectsin
the cell host and the benefits for the
virus. Here, we discuses about how
those viral proteins disturb fundamen-
tal host cell processesin avery precise
way, how the virus usesits proteins to
increase the viral replication, to evade
the host immune response and to pro-
duce disease.

Key words. Human
immunodeficiency virustype 1.
Proteins. Pathogenesis. AIDS.
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