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| RESUMEN
El virus de inmunodeficiencia humana (VIH) es el agente causante del sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA). Las complejas interacciones que establece este
retrovirus en el humano (su hospedador) le permite replicarse persistentemente en células
del sistema inmune; dafiando a las células coordinadoras de la respuesta inmune, los
linfocitos CD4"; pero también infecta a macréfagos y células dendriticas. Para que el VIH
obtenga toda la gama de sus componentes requiere trasladar su genoma (de ARN) en una
copia de ADN Yy debe integrarlo al genoma de la célula, actividades realizadas por la
retrotranscriptasa (RT) y la integrasa (IN) viral, respectivamente. Al genoma de ADN viral
integrado se llama provirus. En estos eventos tempranos del ciclo de replicacion viral, al
igual que en los posteriores eventos tardios, requieren la interaccion de los componentes
que forman la particula viral y de componentes celulares. En los eventos tardios del ciclo de
replicacion el genoma proviral es transcrito, las proteinas virales son sintetizadas, el virus
es ensamblado y finalmente geman de la célula. El provirus y las proteinas virales tienen
caracteristicas que le permiten “aprovechar o alterar” elementos de la maquinaria celular a
su favor. Esta tesis describe la participacién de los componentes celulares en los pasos del
ciclo de replicacién viral; compendiando lo que se ha reportado al respecto en algunas de
las mas importantes publicaciones cientificas. Finalmente se discute como dichas
interacciones influyen en variaciones de la capacidad infectiva del virus, grado de
replicacién, curso clinico de la enfermedad y en su epidemiologia; asi mismo se discute
como el virus se beneficia de la activacion del metabolismo celular. Se espera que esta tesis
sirva como fuente de informacion actualizada para estudiantes y personal académico
interesado en el conocimiento de la interaccion entre factores virales y celulares en la

infeccion por el VIH.
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II) GENERALIDADES DEL VIH/SIDA
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2.1 INTRODUCCION

El sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) es el nombre dado a la etapa
mas avanzada de la enfermedad infecciosa causada por el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH). Este virus causa el deterioro progresivo y colapso del sistema inmune de las
personas infectadas. Asi los portadores del VIH eventualmente desarrollan una
inmunodeficiencia severa que los lleva a la muerte por la incapacidad para defenderse de
los agentes infecciosos.

La primera descripcidn histdrica del SIDA como una nueva enfermedad de etiologia
inédita se debe a Gottlieb et al., en diciembre de 1981 *. Posteriormente en mayo de 1983,
fue aislado por primera vez el agente causal; el ahora conocido como virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), aislado por el equipo de Montagnier %; posteriormente,
en 1986 este mismo equipo aislo otro virus relacionado que difiere en alrededor de un 40%
en su genética respecto al anterior *. Eventualmente se acordd denominarlos VIH-1y VIH-
2%, Con el tiempo se encontrd que estos virus en realidad consistian de una heterogeneidad
de virus que comparten caracteristicas estructurales y genéticas. Esta diversidad influye en
su biologia, lo cual determina su infectividad, inmunogenicidad y patogenicidad.

Por su similitud estructural y genética con el llamado virus de la inmunodeficiencia
de simios (VIS) se considera que el VIH 1y 2 se originaron por el salto entre especies, de
simios a humanos. La Figura 1 muestra fotos de microscopia electronica del VIS y VIH,

En esta tesis se hace una revision de la literatura actual que trata el tema de las
interacciones entre proteinas celulares y eventos del ciclo de replicacion viral, llevados
dentro de la célula hospedadora. Si bien esta tesis es tan solo un bosquejo de los eventos
mas destacados de la interaccion virus-célula, busca proporcionar un material de consulta

general en espafiol para estudiantes y profesionales del area de las ciencias bioldgicas y de
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la salud; las referencias bibliograficas seleccionadas provean una base para quines,
dependiendo de los intereses particulares, deseen profundizar en la basqueda de temas mas
especificos. Se retinen conceptos Utiles para entender los eventos celulares que permiten y
condicionan la replicacién viral; por ejemplo, estos conceptos son necesarios para
comprender el mecanismo de accién de los farmacos usados actualmente, la identificacion
de posibles blancos terapéuticos o de las dificultades terapéuticas que presentan en la lucha

contra el VIH.

VIH-1

VIS sm

100nm
d) o [r—

Figura. 1 Micrografia electronica del VIH y del virus de la inmunodeficiencia de
simios (VIS). Se muestran los tres estados de maduracion del VIH: a) gemacion, b) virién
inmaduro y c) virion maduro; en el virus maduro las proteinas han sido procesadas para
adquirir su representacion clasica con una parte central en forma de cono truncado en los

extremos. En d) La micrografia de viriones maduro del virus de la inmunodeficiencia de
simios (VIS) ejemplifica la alta similitud estructural entre ambos virus; sm significa que es

un virus encontrado en los mono mangabey gris (sooty mangabey, en ingles) * > °.
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2.2 ETAPAS GENERALES DE LA ENFERMEDAD.

La infeccion por el VIH es un grave problema de salud mundial que se ha diseminado
amparado principalmente en tres tipos de transmision: por la via sexual, via parenteral con
sangre o productos sanguineos y de la madre infectada a su hijo.

La infeccidn por el VIH tiene las siguientes caracteristicas, en base la definicion de las
etapas clinicas descritas por la Organizacién Mundial de la salud (OMS) "

= Infeccion primaria: puede ser asintoméatica o manifestarse mediante el sindrome

retroviral agudo (SRA) (fiebre, erupciones, dolor articular e inflamacién de los
ganglios linfaticos). Esta etapa de la infeccién es altamente contagiosa. De
presentarse, el SRA comienza 1 a 4 semanas después de la infeccion; los sintomas
duran entre unos pocos dias a 4 semanas.

= Etapa clinica I: asintomatica o inflamacion general de los ganglios linfaticos; dado

esta ausencia de sintomas se le conoce como “latencia clinica”. Sin embargo, la
replicacion viral es persistente en las células hospedadoras del tejido linfoide, lo que
va minando el sistema inmune. El periodo de la latencia viral varia en duracion, va
de 5 a 15 afios; la terapia antirretroviral aumenta el tiempo de duracion en esta
etapa, eventualmente se sale de ella.

= Etapa clinica I1: manifestaciones mucocuténeas leves e infecciones recurrentes de

las vias respiratorias altas.

= Etapa clinica Il1: Los sintomas de esta etapa consisten en pérdida severa de peso,

diarrea crénica sin causa aparente, fiebre persistente, candidiasis o leucoplaquia
oral, infecciones bacterianas graves, tuberculosis pulmonar e inflamacion
necrocitante aguda en la boca. Algunas personas tienen SIDA en esta etapa (ver

adelante).
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= Etapa clinica IV: Todas las personas que se encuentran en esta etapa tienen SIDA,;

incluye 22 infecciones oportunistas o neoplasias malignas relacionados con el VIH.

2.3 GENERALIDADES DEL SIDA

SIDA son las siglas del término de vigilancia definidos por los Centros para el
Control y la Prevencion de Enfermedades de los Estados Unidos (CDC) vy por el Centro
Europeo para la Vigilancia Epidemioldgica del SIDA (EuroHIV). EI CDC define como
SIDA a la etapa en la que el nivel de células T CD4" presente en la sangre es menor de 200
células por mm®. Alrededor de este momento las personas son susceptibles a enfermedades
irrelevantes para personas sanas (inmunocompetentes). Algunas de estas enfermedades
oportunistas incluyen la neumonia por Pneumocystis jiroveci (carinii), el sarcoma de
Kaposi, candidiasis, isosporidiosis, criptosporidiosis, tuberculosis por complejo
mycobacterium avium 'y reactivacion de enfermedades Ilatentes causadas por
citomegalovirus, herpes simple, herpes zoster, Mycobacterium tuberculosis y toxoplasma

gondii 8.

2.4 PANORAMA MUNDIAL
El programa Conjunto de las Naciones Unidas sobre el VIH/SIDA (ONUSIDA)
publica cada dos afios el informe sobre la situacion mundial del VIH/SIDA. En la
publicacion del 2008 se hacen las siguientes estimaciones: desde su apariciéon han muerto
mas de 25 millones de personas en el mundo. Al 2007 vivian infectadas un promedio de 33
millones de personas; el estimado anual es de 2.7 millones de nuevos contagios y 2

millones de decesos. El continente africano es el mas afectado, participa con el 72% de los
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fallecimientos mundiales a causa del SIDA; Africa subsahariana concentra al 67% (22
millones) de personas infectadas, aln vivas.

Entre Europa y Asia suman 5.7 millones de infectados; en América se contabilizan
2.9 millones de infectados. En México se estima que 1 a 5 de cada mil habitantes presenta

la infeccién, es decir, una prevalecia de 0.1-0.5 % °.

2.5 CARACTERISTICAS DEL VIH
2.5.1 GENOMA
El VIH es un virus envuelto que pertenece a la familia retroviridae del género de los
lentivirus *°. Su genoma consiste de ARN de cadena simple, de polaridad positiva. La
longitud de su genoma oscila entre 9.181 y 10.359, para el VIH-1 y el VIH-2
respectivamente **. En una clasificacién funcional, sus genes se agrupan en estructurales
(gag, pol y env), reguladores (tat y rev) y accesorios [nef, vif, vpr, y vpu (vpx en el VIH-2)]
12 Como parte de su ciclo de replicacién (ver adelante) su genoma requiere ser copiado en
una doble cadena de ADN, que es llamado ADN proviral, complementario (ADNCc) al ARN
del genoma viral; al integrarse al genoma del hospedador genera al provirus. El provirus
esta delimitado en ambos extremos por las secuencias de nucle6tidos denominada regiones
repetida largas terminales o LTR (del inglés Long Terminal Repeat); esta region es clave
para su integracion y la actividad transcripcional (ver adelante). La Figura 2 muestra la
posicion relativa de sus genes; en la Tabla 1 se da un panorama general de las funciones de

sus productos proteicos (que seran descritas a lo largo de la tesis).
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Figura. 2 Organizacion del genoma del VIH. El genoma se muestra dividido en los genes que lo constituyen y desplazados
en tres niveles, en el mismo nivel se encuentran los genes que tienen en comun el mismo marco de lectura abierta. Las LTR no se
encuentran en el ARN gendmico del virus, solo en su copia retrotranscrita (ADNc). Ademds, se esquematiza dos de sus
caracteristicas: el traslape entre los genes y que parte de tat y rev se encuentra en diferente marcos de lectura. El VIH-2 no cuenta
con el gen vpu y tiene el gen vpx, a diferencia del VIH-1"2,
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a su peso molecular relativo y en su abreviacion basado en alguna de sus propiedades

Tabla 1 Gen, producto proteico y funciones importantes del genoma del VIH. El nombre de las proteinas se da en base

14, 15

Gen Producto proteico Funcion
p24, Capside (CA) Centro conico viral.
gag pl7, Matriz (MA) Asociacion ala membranay a componentes virales.
p7, Nucleocapside (NC) Unién al ARN gendmico viral.
p66/51, Retrotrascriptasa (RT) Copia en DNA (ADNCc) el ARN gendmico viral.
pol p32, Integrasa (IN) Integracion del ADNc viral en el genoma hospedador.
pl10, Proteasa (PR) Corte de precursores polipeptidicos virales.
gp120, Superficial (SU) Subunidad de la espicula, reconoce a los receptores celulares.
gp41, Trasmembranal (TM) Subunidad de la espicula, fusién entre membranas.

env
En el VIH-2 el tallo citoplasmético de gp41facilita la gemacion, supliendo la funcion
de Vpu.

tat pl4, Tat Efecto transactivador de la trascripcion.

rev P19, Rev Regula la expresion del ARNm viral.
Existen distintos alelos con efectos pleitropicos: diminuye el umbral de activacion de

nef p27, Nef linfocitos CD4", disminuye la expresion de CD4 y del MHC-I; efecto supresor de la
inmunidad celular.

vif p23, Vif Aumenta la fidelidad en el ADNc viral.
Transporte del ADNc viral al nucleo, efecto transactivador, arresto del ciclo celular

vpr p15, Vpr
en G2.
Disminuye la expresion de CD4, aumenta la gemacion viral.

vpu P16, Vpu
No se encuentra en el VIH-2

VpX pl7 Solo presente en el VIH-2. Participa en el transporte del ADNc viral al nucleo
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2.5.2 HETEROGENEIDAD GENETICA

El VIH tiene una alta variabilidad genética por lo que se le ha clasificado en dos
tipos (VIH-1y VIH-2). A su vez el VIH-1 se ha subdividido en distintos grupos (M, Oy N
—de principal, extremo y No M-No O, respectivamente-), subtipos (o clados), sub-subtipos
e incluso en los productos de recombinacion entres los miembros del VIH-1 (formas
recombinantes Unicas o circulantes —UFR y CFR, respectivamente-) *°. El VIH-2 solo esta
subdividido en grupos (A-H) y no cuenta con clados. Figura 3.

La notoria heterogeneidad genética del VIH se explica, en parte, por la alta
propension de mutaciones introducidos por la retrotranscriptasa viral (principalmente al
momento de completar la doble hebra de ADNc viral) *’; los errores introducidos se
estiman en 1/1700 nucledtidos 8, sin embargo, hay que tomar en cuenta que el calculo de
esta tasa de mutaciones depende de la técnica usada *°. Otros factores que explican esta
variabilidad son la recombinacién genética, la presion selectiva y desde el punto de vista
evolutivo es un reflejo de los diferentes momentos en el que los ancestros retrovirales del
VIH brincaron del chimpancé (origen del VIH-1) o del mono mangabeye gris (origen del
VIH-2) hacia el humano ?°. Esta diversidad genética, a su vez, explica las variaciones en las
propiedades biologicas del virus que influyen sobre la transmisibilidad entre los diferentes

grupos, el curso de la enfermedad, la inmunogenicidad y la patogenicidad.

10
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I— Subtipos (Clados)— ——"Sub-subtipos—

rupos /_/— A1‘ ‘AZ ‘A3’ ‘A4‘
A ;

2 — (e (F1 | [F2]

e ‘

VIH-1 M |6
i o c| @
N |
VIH Tipos o \L
Grupos i

Figura. 3 Clasificacion del VIH. En base a su interrelacion filogenética el VIH ha sido clasificado en dos tipos, cada uno con
sus grupos; El grupo M del VIH-1, que es el responsable de la pandemia mundial, también tiene subtipos (o clados), asi como sub
subtipos para los clados A y F. Ademas, existe recombinacion genética entre los clados denominados formas recombinantes

circulantes o Unicas (UFR y CFR, respectivamente); por ejemplo, hoy se sabe que los anteriormente llamados clados E e | no eran
tales, eran formas recombinantes de otros clados.
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2.5.3 ESTRUCTURA DEL VIH

El viridbn maduro es de forma esférica con un diametro de aproximadamente 120 nm
2L 22 tiene una membrana o bicapa lipidica, denominada envoltura (de ahi su pertenencia al
grupo de los virus envueltos), que sustrae de la célula al gemar de ella. Embebida en la
envoltura se encuentran las glicoproteinas (gp) de 41 000 y 120 000 kDa, respectivamente
abreviadas como gp41 y gp120. Ambas glicoproteinas se unen no covalentemente en una
asociacién llamada complejo Env, haciendo referencia a que se encuentra en la envoltura
viral. En el lado interno de la bicapa lipidica de la envoltura se encuentran las proteinas de
la matriz (MA, pl17), que le dan un soporte y forma esférica a la envoltura; por debajo de
este “soporte o cascaron” se encuentran las proteinas de la capside (CA, p24) formando un
cono truncado; a su vez, dentro de esta estructura hay dos copias del genoma viral
asociados con la nucleocapside (NC, p7), la retrotranscriptasa (RT, un dimero p66/p51), la
integrasa (IN, p32) y la proteasa (PR, p10); otras proteinas virales acompariantes son Nef,
Vify Vpr 2 2 2. en el VIH-2 la proteina Vpx también forma parte del virién 2°. Cuando el
virus sale de la célula ademas acarrea diversas elementos celulares que facilitan su
infeccion, tales como ARNt-Lys, ciclofilina 2" %, emerina, MHC 2* *°, y LFA-1 3% La

Figura 4 muestra la estructura del VIH.

12
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Envoltura

CA

Nef

Figura. 4 Estructura de un virion maduro de VIH. En la parte méas externa del virién se
encuentra la envoltura, la cual expone espiculas compuestas por las proteinas
gp120/gp41 o complejo Env; por debajo las proteinas de la matriz (MA) que, ademas de
interaccionar entre ellas, interacciona con la parte interna de gp4l y con la membrana.
Debajo de la estructura esferoide anterior se encuentra el core (también llamado
nucleoide) con sus diversos elementos; su forma de cono truncado se debe a las
proteinas de la capside (CA) después de que han polimerizado; dentro de la capside se
encuentran dos copias del ARN gendmico viral, la retrotranscriptasa (RT), la integrasa (IN)
y la proteasa (PR); otros componentes del virion son Nef, Vif y Vpr.
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2.5.4 CICLO DE REPLICACION

El ciclo de replicacion del VIH inicia cuando reconoce a sus células blanco
mediante el complejo Env del virus que interacciona especificamente con el receptor
celulares CD4 y alguno de los receptores de quimiocinas CCR5 o CXCR4 *. Los
principales blancos celulares que infecta el virus son linfocitos T CD4", monocitos-
macréfagos y células dendriticas (abreviados respectivamente como: Ly CD4*, M¢-Me y
CD) 3% % 36 37 |3 preferencia por estas células se debe a que tienen los receptores
adecuados.

Una vez que el virus reconoce los receptores de la superficie celular los cambios
conformacionales del complejo Env fusionan la envoltura lipidica del virion con la

membrana plasmatica de la célula 3

. Lo anterior libera el genoma viral hacia el
citoplasma de la célula; cada uno de los dos ARN geondmicos virales que entran van
acompafiados por la transcriptasa inversa, la integrasa y otras proteinas (ver estructura del
VIH). La retrotranscriptasa viral copia el ARN gendmico viral en ADN de doble cadena
(ADNC). La integrasa viral es la encargada de insertar el genoma viral de ADN en el
genoma de la célula blanco (hospedadora), generando al provirus. Es por medio del
provirus que se pueden expresar eficientemente toda la gama de proteinas virales,
utilizando la maquinaria celular.

A partir del provirus se generan los ARN mensajeros (ARNm) que se traducen en
todas las proteinas y nuevos ARN’s geondmicos virales. Las primeras proteinas expresadas,
Ilamadas proteinas tempranas, son: Tat, Rev y Nef. Al resto de las proteinas virales (gp120,

gp4l, CA, MA, NC, IN, RT, PT, Vif, Vpr, Vpu) se les conoce como proteinas tardias, pues

requieren de las proteinas Tat y Rev para ser expresadas. Varias de las proteinas virales no
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son directamente funcionales y se sintetizan como poliproteinas precursoras (Gag, Pol y
Env, ver tabla 1).

El complejo Env es sintetizado y procesado en el reticulo endoplasmico rugoso
(REr) y el complejo de Golgi; de este Gltimo es transportado hacia las regiones de la
membrana celular llamadas balsas lipidicas (regiones ricas en esfingolipidos y colesterol)
. En las balsas lipidicas el complejo Env, Gag, Pol, ARN genémico viral y otros
componentes virales son ensamblados, por la afinidad entre ellos. El virus gema de la
membrana celular y madura. La maduracidn consiste en que la proteasa viral corta a las
poliproteinas Gag y Pol para obtener a las proteinas virales MA, CA, NC, IN, RT y PR,
para su ensamble final (ver antes, estructura del VIH).

Se suele agrupar a los eventos que suceden en el ciclo de replicacion viral en dos
fases: temprana y tardia. La fase temprana va de la unién del virus a su blanco celular
hasta la integracion del ADN proviral en el genoma de la célula (ver adelante). La fase

tardia abarca desde la produccion de proteinas virales a la formacion de viriones maduros.

La Figura 5 ilustra el ciclo de replicacién del VIH.
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Figura. 5

Ciclo de replicacion del VIH.
La fase temprana del ciclo de
replicacion abarca de la unién
del virus a la célula hasta la
integracion de una copia en
ADN del genoma viral. La fase
tardia inicia con la produccién
de las proteinas virales vy
culmina con la maduracion del
virus. Splicing, es un anglicismo
gue se refiere al procesamiento
del ARN por corte y empalme.
Se ejemplifican funciones de
dos proteinas accesorias virales
(Vpr y Nef). La figura muestra
pasos representativos de la
replicacion viral; para que estos
eventos tengan éxito se
requiere la participacion de
componentes celulares. Las
complejas interacciones entre
los elementos virales y celulares
se revisan en esta tesis.
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111 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GENERAL
Integrar informacidn actual de los factores celulares que afectan la replicacion del
VIH, con énfasis en el papel de los elementos celulares en la replicacion del virus, en

células del sistema inmune.

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1) Efectuar una revision de articulos de investigacion originales sobre el estado
actual del conocimiento de los eventos que controlan la replicacién del VIH en células del
sistema inmune.

2) Proporcionar un material de consulta en espafol en el tema de la interaccion
virus-célula en la replicacion del VIH, que contenga informacién y hemerografia basicas
para estudiantes y profesionales del area de las ciencias bioldgicas y de la salud.

3) Suministrar informacion que permita entender que interacciones entre el VIH y la

célula causan que este virus se replique persistentemente en su hospedero humano.

17
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IV METODO DE INVESTIGACION

La informacion bibliografica se recopilé utilizando el buscador “Pubmed.gov”
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/). Este buscador es un proyecto desarrollado por el
Centro Nacional Para La Informacién Biotecnoldgica (NCBI), en la Biblioteca Nacional De
Medicina (NLM) de Estados Unidos” *.

Pubmed nos permite tener el acceso a la base de datos del NLM que recopila citas
hemerograficas y resumenes de articulos cientificos (tanto de investigacion como de
revision) de las principales revistas cientificas de Estados Unidos y otros paises. Ademas
una herramienta de este buscador, Gtil para este trabajo, es que al encontrar una cita de
interés se puede “rastrear” las citas de articulos que hayan hecho referencia de él o de
articulos que aborden temas relacionados.

Para tener acceso a las revistas cientificas que no son de libre acceso en Internet
(por medio de PubMed) se hizo uso del servidor de la UNAM vy de las hemerotecas de la
UNAM.

18
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La descripcion del ciclo de replicacion, antes esbozado, es solo una forma didactica
de resaltar los eventos mas destacados de la actividad de las proteinas virales. El éxito del
VIH para replicarse en la célula y persistir dentro de los individuos infectados es indicativo
de las funciones complejas que ejerce el virus sobre la célula. Se puede considerar al
genoma y a las proteinas virales como versiones alteradas (o corruptas) de componentes
propios de las células, los cuales, al infectar a una célula toman su posicion en una red
altamente regulada de interacciones proteicas celulares preexistente. En el resto de la
revision se describird como las proteinas y el genoma viral interactian o manipulan su

contexto celular para producir una nueva progenie de virus.

5.1 UNION DEL VIH A SU CELULA BLANCO

El VIH-1 reconoce e infecta a las células del sistema inmune mediante sus
glicoproteinas gp120 y gp41, ambas forman el complejo Env. En el VIH-2 el complejo Env
consiste de las glicoproteinas gp130 y gp38, con una organizacion y tropismo analogos al
del VIH-1. Las proyecciones de las glicoproteinas virales sobre la envoltura son nombradas
genéricamente como espiculas. En el VIH estas glicoproteinas superficiales de la envoltura
le permiten anclarse a los receptores también superficiales de las células con las que tiene
tropismo (Lp CD4*, M¢-M¢ y CD, antes mencionadas).

CD4 y CCR5 0 CXCR4 son las moléculas transmembranales que deben portar las
células susceptibles a la infeccion por el VIH, como se menciono anteriormente. El virus
primero reconoce a CD4, por lo que también se le conoce como “receptor primario”, solo
hasta después puede reconocer a los receptores de quimiocinas CCR5 o CXCR4, que suelen
Ilamérseles correceptores. EI descubrimiento histérico de uno u otro receptor se realiz6 con

afios de diferencia entre ellos, en 1984 para CD4 y en 1996 para los correceptores 2 43 4442,
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Se ha observado que entre los aislados primarios del VIH (obtenidos recientemente
de pacientes) o entre los VIH’s “adaptados” a crecer en el laboratorio (en lineas celulares
establecidas) se presentan distintas afinidades por los correceptores. Esto ha sido usado
para clasificarlos como cepas R5 0 X4 *, cuando respectivamente solo reconocen a CCR5
0 a CXCR4; aunque existen cepas que pueden reconocer ambos correceptores, a las que se
Ilama R5/X4. Anteriormente a estas cepas virales se les identificaba como M-trépicas o T-
tropicas, en relacion a su habilidad de infectar lineas celulares de fenotipo macrofago-
monocito (M) o linfoide (T), ya que estas lineas celulares tienen diferente tendencia a

expresar el correceptor CCR5 0 CXCR4, respectivamente.

5.1.1 GLICOPROTEINAS VIRALES DE LA ENVOLTURA (COMPLEJO ENV)

El complejo Env es sintetizado en la célula infectada originalmente como un
precursor polipeptidico, llamado gp160; la sintesis proteica se realiza en el reticulo
endoplasmico rugoso (REr). Su glicosilacion (N-glicosilacién) es realizada por enzimas
celulares, comienza en el REr y concluye en el aparato de Golgi *’. La glicosilacién
representa cerca del 50% del peso molecular (masa molecular) de gp160 *®; estas cadenas
de carbohidratos seran importantes para que posteriormente el complejo Env tenga una
conformacion funcional. En el aparato de Golgi la enzima celular furina corta el precursor
gp160 “* *° resultando en las dos glicoproteinas gp120 y gp4l; ambas Sse unen no
covalentemente y se exportan hacia la superficie de la membrana plasmatica de la célula
infectada, donde se expone al medio extracelular. Cuando los componentes virales se
ensamblan y posteriormente el virus gema (formando la particula viral) lo hace en los sitios

donde se localiza el complejo Env (asociado a las balsas lipidicas de la membrana celular).
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La parte mas expuesta del complejo Env lo forma gp120, por lo que un nombre
alternativo es glicoproteina “superficial” (Su); gpl20 se sujeta a gp4l mediante
interacciones no covalentes, relativamente débiles ** °% gp4l se encuentra anclada a la
membrana lipidica de la célula o de la envoltura viral mediante un dominio
transmembranal. Adicional a la unidn entre estas dos glicoproteinas, los complejos Env
formados se asocian usualmente formando trimeros >* °* este acomodo en trimeros se ha
observado claramente con el complejo Env del virus de la inmunodeficiencia de simios
(VIS)*®.

Se menciond que la interaccion del complejo Env con los receptores celulares
desencadena cambios conformacionales que fusionan la envoltura viral con la membrana de
la célula blanco (ver ciclo de replicacion). Hay que agregar que esta fusién se realiza a pH
fisiolégico *°, lo que permite que la envoltura se fusione directamente en la superficie
celular 'y no requiera de la endocitosis con la posterior acidificacion en el llamado

endosoma tardio, como en el caso de otros virus como el de la influenza. Las caracteristicas

individuales de las glicoproteinas gp120 y gp41 se ampliaran a continuacion.

22

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)



http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

5.1.1.1 GLICOPROTEINA Gp120

La cadena completa de aminoacidos de gp120 tiene cinco secuencias altamente
variables entre las distintas cepas del VIH (V1-V5), entremezcladas con secuencias
constantes (C1-C5) °’. En base a su acomodo en la interaccién con otros complejos Env, a
su estructura tridimensional se le ha dividido en region interna, hoja puente y region
externa. La regién interna es un acomodo globular en parte de la cadena de aminoacidos
(aa) de gp120 con afinidad para unirse a otras gp120; en contraposicion a la anterior esta la
region externa, que también es globular; la cadena de aminoacidos (aa) que une ambas
regiones se le llama hoja puente, pues su acomodo es en hoja beta (). EI acomodo
tridimensional se mantiene por nueve puentes disulfuro y por la fuerte glicosilacion que
presenta, 24 sitios de N-glicosilacién 2. Figura 6

A gpl120 se debe que el VIH reconozca tanto a CD4 como al receptor de
quimiocinas. Gp120 interacciona con CD4 por medio de una cavidad formada por las
regiones interna y externa de gpl120, en el que sus secuencias constantes C2, C3 y C4
quedan vecinas (Figura 7A) >* .

CD4 es una glicoproteina transmembranal de cuatro dominios globulares
extracelulares (D1 a D4), pertenece a la familia de las inmunoglobulinas. Si bien diversos
aminoécidos de CD4 interactGian con gp120 ®!, los aminoécidos fenilalanina-43, arginana-
59, lisina-46 y lisina-35 del dominio D1 de CD4 son determinantes (Figura 8A) % ®,
Posteriormente la flexibilidad entre los dominios D2 y D3 permite que gp120 se acerque a
la membrana para reconocer al correceptor .

La secuencia V3, en forma de bucle (asa), de gp120 es el determinante mayor del
tropismo por CCR5 0 CXCR4 ° ®® pero también los dominios variables V1 y V2

intervienen al momento de reconocer al correceptor °’

. Mutaciones en estas regiones
23

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)



http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

variables puede cambiar la afinidad por uno u otro correceptor (CCR5 0o CXCR4) % .

Figura 7B.

Tanto CCR5 como CXCR4 pertenecen a la superfamilia de receptores 7M, tiene 7
dominios transmenbranales (TM1-TM7), tres asas extracelulares (ECL1-ECL3) y tres
intracelulares; en el lado extracelular de esta proteina se encuentra el extremo amino (Nt) y
en el intracelular el extremo carboxilo (Ct) (Figura 8B), La segunda asa extracelular (ECL-
2) del correceptor es importante en la interaccién con gp120, para la unién con el virus .
Sin embargo, es clara la necesidad de las cepas virales R5 por interaccionar con el extremo
Nt de CCR5 para poder infectar a la célula "> "% individuos que han heredado de ambos
padres (homocigotos) una mutacion en el gene que codifica para CCR5 (la mutacion A32-
CCR5) son resistentes a la infeccion por el VIH ™ ™.

Tras la interaccion de la gpl20 con los receptores celulares se desencadena la

maquinaria de fusion que yace en gp41.

24

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)



http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

A) LAg LC LEg @3 V5 a5

TTTTTTITITT | T | T A4 F LU0

iz TG 3! ¢ Lval_ca TG
(I Dominio interno I Dominio Puente Dominio externo

c) Dominio N

Interno

Cc

Proximal —

-—Distal

Carbohidratos N-ligados tipos ¥ Estructuras secundarias:

y hibridos (alta manosa) y hebra Beta y alfa hélice,

complejos, respectivamente \, respectivamente

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)

Puente
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Figura. 6 Caracteristicas

estructurales de gp120.
A) Secuencia lineal,
ubicacion de las secuencias
variables (V) y constantes
(C); posicion relativa de
secuencia que forman parte
del dominio interno, externo y
hoja puente; algunos
acomodos secundarios,
bucles (LA, LCYyLE B)ya
hélices (a3 y a5). B) Mapa de
la estructura secundaria,
hebras beta (flecha) y hélices
alfa (cilindros); sitios de
glicosilacion y de puentes
disulfuro. C) Representacion
tridimensional; se muestran
los dominios internos,
externos y la hoja puente (los
elementos de la disposicion
secundarios se agrupan para
formarlos); regiones variables
fueron quitadas para facilitar
la cristalizacion y con ello la
prediccion del acomodo
estereoespacial de la
molécula completa.

25


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

Union a V3
CCR5

Membiana de 1a celula blaceo

I -ioura. 7 Representacion de gp120. A) Modelo superficial de gp120, se observan las zonas de unién a los receptores
celulares. B) Representacion en listdbn de CD4 unida a gp120, con la unién se expone el asa V3.
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Figura. 8 Receptores de la membrana celular reconocidos por el VIH. A) CD4 y B) CCR5-CXCR4.
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5.1.1.2 GLICOPROTEINA Gp41

La glicoproteina gp41 se ha dividido en tres zonas (Figura 9A): cola citoplasmatica
(que contiene al extremo carboxilo), region transmembranal (que atraviesa a la membrana)
y ectodominio (o dominio extracelular, que contiene el extremo amino); a su vez, cada una
de las anteriores se ha subdividido. La cola citoplasmatica interactuar con las proteinas de
la matriz (MA), lo cual permite su incorporacién en el virus ™ ’®; ademés tiene dos
dominios que alteran la estabilidad o permeabilidad de la membrana, denominados péptidos
liticos de lentivirus (LLP-1y LLP-2).

El ectodominio esta involucrado directamente en la fusién de la envoltura viral con
la membrana blanco. Tiene dos a-hélices con un patron caracteristico de 7 aminoacidos
(aa), llamadas secuencias hepta repetidas (HR), y en su parte distal (lado amino) se
encuentra el péptido de fusiébn. Ambas hélices estan separadas por un bucle (asa) que les
permite interaccionar de forma antiparalela. La a-hélice proxima a la membrana se le llama
CHR o HR2 y la més distal es llamada NHR o HR1. Adicionalmente, la asociacion entre

trimeros del complejo Env es mediada por la interaccién entre las o-hélices de gp4l

vecinas, se ordenan con las HR1 al centro y las HR2 en la periferia ”’. Figura9 By C.
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5.2 FUSION VIRUS-CELULA

El virus se ancla a la membrana blanco debido a que gp120 interactia con los
receptores celulares. EIl proceso siguiente son los cambios conformacionales en gp4l que
propician la fusion de la envoltura viral con la membrana celular. Las a-hélices de gp41 se
despliegan, en un acomodo (motivo) conocido como resorte enrollado (coiled-coil, en
ingles) o prehorquilla (prehairpin, en ingles). La conformacion de prehorquilla le permite al
péptido fusogénico de gp41l insertarse en la membrana de la célula blanco. Posteriormente
gp4l tiende a replegarse, pasando a un acomodo de hélices antiparalelas llamado ovillo de
6 hélices (6HB) (six-helix bundle, en ingles). La generacidn del 6HB acerca lo suficiente la
envoltura viral con la membrana celular, lo cual causa una perturbacion entre ellas y
eventualmente su fusion. La Figura 10 muestra un esquema de los eventos moleculares que

tienen lugar durante la fusion de las membranas viral y celular.
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Ci‘f(’plﬁsma ‘ﬂ | LLP‘Z ; | Li_P-l

Figura. 9 Estructuras en gp4l. En A) se representan las principales zonas de gp41l: péptido fusogénico, alfa hélices con
heptarepetidos (HR) [lado amino (NHR o HR1) y lado carboxilo (CHR o HR2)], bucle, region extracelular proxima a la membrana
(MPER) y los LLPs. B) y C) Asociacion de los dominios HR cuando las gp41 interactian formando trimeros; B) vista transversal y C)

vista lateral.

COOH

30

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)



http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

A B C
Membrana celular

Peptido fusogénico

V3 cXcr4 CD4

Envoltura
viral
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fusion

Figura. 10 Interaccion de Env con receptores celulares y fusién de membranas. A) CD4 es el receptor primeramente
reconocido por gp120. B) Tras la interaccion, gp120 expone sitios de unién al coreceptor (presentes en V3, V1 y V2); la flexibilidad
en CD4 permite un mayor acercamiento de gpl120 al correceptor; C) Al desplegarse gp4l, en la llamada prehorquilla, el péptido
fusogénico de gp41 puede insertarse en la membrana de la célula blanco, perturbando su estructura. D) La tendencia a restablecer
la interaccion entre las hélices de gp41l genera la estructura 6HB. E) Lo anterior provee la energia libre necesaria para la formacién
de un poro de fusion, el cual después se expande.
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5.3 EVENTOS TEMPRANOS DEL CICLO DE REPLICACION VIRAL

Con la fusién de la envoltura viral a la membrana plasmética el genoma viral accede
al citoplasma. La integracion del genoma viral es requisito fundamental para una infeccion
productiva ". Antes de la integracion, el genoma viral tiene que ser retrotranscrito en ADN,
asi como viajar desde el area adyacente a la membrana celular hacia el nicleo. A

continuacion se destacan las generalidades y particularidades de estos procesos.

5.3.1 TRANSITO HACIA EL NUCLEO
El ARN gendmico viral entra a la célula junto con las distintas proteinas que la

79, 80; ver

acompafian (RT, IN, PR, Nef, MA, CA, Vif y proteinas celulares acarreadas
estructura del VIH). A esta asociacién de ARN gendmico viral y proteinas se le conoce
como complejo de la retrotranscripcion (RTC).

Interaccion con el citoesqueleto. EI RTC es acarreado hasta la periferia del nicleo
celular mediante su interaccion con proteinas del citoesqueleto ®': primero interacciona con
el cortex de actina ubicado debajo de la membrana plasmética ®, posteriormente con la red
microtubular y en la vecindad del nacleo interactia con los filamentos de actina que lo
rodea ®. Especificamente regiones de Gag se asocian con la dineina (tiene afinidad por los
microtubulos) ®*. Es posible que la proteina viral Nef participe en el trancito de RTC al

ndicleo modulando la organizacion del citoesqueleto ®°. Figura 11.
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Figura. 11 Transito del genoma viral al nacleo celular. El RTC interacciona con
el citoesqueleto para ser transportado al nucleo (1-3). Una vez que la RT genera la copia
del genoma viral en ADN (ADNCc viral) sucede la descapsidacion, generando el complejo
de preintegracion (PIC) (4). Las formas circulares de este genoma viral, con una o dos
LTR'’s, son productos alternos a la integracion de ADNc viral (5, 6). Ver texto.

5.3.2 RETROTRANSCRIPCION

En su camino al ndcleo la informacion genética viral de ARN es copiado en el
ADNCc, mediante transcripcion inversa (ver ciclo de replicacion). La enzima encargada de
hacer este proceso, es parte del RTC, es la retrotranscriptasa (RT) (también llamada
transcriptasa inversa o polimerasa de ADN dependiente de ARN/ADN). En base a su
composicion, la RT se denomina p66/p51, ya que es un heterodimero asimétrico formado
por la asociacién de las proteinas p66 y p51 (ésta ultima es el resulta de la remocion
proteolitica de parte del extremo carboxilo de otra p66).

Una caracteristica a destacar del ARN genémico viral (ARNg), importante para
entender el proceso de retrotranscripcion, es que tiene sentido (polaridad) positivo (+); este
termino significa que si fuera desprovisto de todas las proteinas virales funcionaria

directamente como un ARN mensajero (ARNm); como es tipico de los ARNm contiene la
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capucha-5’ (denominada 5’Cap en ingles) y el tallo poliadenilado-3’, en sus extremos
respectivos. El ensamblado viral que acomparia al ARNg evita que sea usado como ARNmM
la contingencia de ser traducido y originar proteinas virales. Por convencidn se dice que un
ARN (+) (ARNm) se origina, durante la transcripcion genética, partiendo de un molde de
ADN negativo (-).

La RT viral inicia la transcripcion inversa del ARNg a partir del cebador (iniciador,
primer, en ingles) de origen celular (ARNt-Lys) localizado en la secuencia PBS (secuencia
de union al iniciador) en el ARNg; como se menciono el ARNt-Lys es acarreado en el virus
maduro (ver estructura del virus). Este cebador se encuentra proximo al extremo 5’, a partir
de éste la RT inicia la sintesis del primer segmento de la hebra de ADN dirigiéndose hasta
el final del extremo 5’°. Este primer segmento de ADN, Ilamado ADN de fuerte terminador,
tiene un sentido negativo (-) y contiene las secuencias R y U5. La actividad ARNasa (H) de
la RT degrada el ARN que fue copiado. Posteriormente este primer segmento de ADN es
trasferido al extremo 3’ del ARN, en donde se unen ARN y ADN mediante sus extremos
complementarios R; este proceso es conocido, también, como primer salto. EI segmento de
ADN (-) ahora colocado en el extremo 3’ es el cebador para continuar con la sintesis, del
ADN (-), hasta el extremo PBS-5" del ARNg; con lo cual a la secuencia U5 y R se agrega la
U3, formando la primera LTR. Nuevamente la actividad ARNasa H de la RT degrada al
ARN viral que ha sido copiado en ADN. No obstante, el VIH cuenta con dos sitios de ARN
resistentes a la degradacion denominados tractos de polipurinas (PPT), uno de ellos por
estar colocado al centro se le abrevia como cPPT. Estos PPT de ARN que quedan
apareados con la primera hebra de ADN viral (ADN-) sirven como cebadores para la
sintesis de la segunda hebra de ADN. Este proceso crea la LTR en el ADN (+), copiando la

LTR previamente formada en el ADN (-); la LTR en el extremo del ADN (+) se continua
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con la copia del PBS complementaria del ARNg que aun sigue unido al ARNt-Lys del
ADN (-), luego del cual la ARNt-Lys unido es degradada. De manera que en conjunto los
pasos previos generan dos LTR’s y dos extremos PBS, uno en el ADN (-) y otro en el
ADN(+). En otra transferencia intramolecular (segundo salto) los extremos PBS se asocian
para formar un intermediario circular; lo anterior permite que las cadenas complementarias,
ambas ya de ADN, se usen mutuamente como moldes. Con el intermediario circular, los
PBS sirven como cebadores para seguir con la sintesis de segmentos que faltan por copiar
del ADN. Cuando la sintesis llega al cPPT de ARN que sirvio de cebador es quitado y la
sintesis continua algunos pares de bases formando un ADN traslapado, caracteristico del
VIH; este segmento procede del PBS unido al LTR. Para agregar las dos LTR faltantes la
RT realiza el desplazamiento y sintesis de las LTR localizadas en el intermediario circular.
Es importante sefialar que la proteina viral NC coopera con los procesos de transferencia
requeridos por la RT. Figura 12.

Nucleocapside (NC, p7). Durante el ensamble del virus esta proteina viral

originalmente forma parte de la poliproteina Gag ®® ®"; es indispensable para empacar al

88
I

ARN gendmico viral durante el ensamble de la particula viral *°, se une al ARN tanto de

90 91

forma especifica (sefial de empaquetamiento ¥, psi) como inespecifica

Posteriormente en la infeccion, hace que la actividad de la RT sea eficiente, funciona como
chaperona de la retrotranscripcion % %,

Se ha demostrado que el RTC llega a la periferia del ntcleo con la estructura de la
capside (CA) aln integra y es hasta que la retrotrascripcion del genoma viral se completa

cuando se desensambla (desnudamiento, uncoating en ingles) **: anteriormente se crefa que

el desensamble de la capside era previo a la retrotranscripcion. Se considera que la
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fosforilacion de la capside por miembros de la MAPK, proteincinasas de la célula, facilita

el desensamblado de la capside *°

] 5 tARN 3
ARN viral {+)
RU5 PEBS U3R
R US S 2 ADN (-} Primera hebra
RUS
PES o 4
U3R
U3RUS
I, | AON (‘*‘) Segunda hebra
PBS U3RUS PBS
PES o %
i T
PBS

.
L l|| [ oy, |u il ||| A

P8BS 953

[ |||ur|

Figura. 12 Pasos clave de la transcripcion inversa del ARN gendmico del VIH
(ARNg). En este proceso se generan el ADNc viral. El ARNt-Lys funciona como primer
cebador de la trascripcion inversa; conforme la RT va haciendo una copia en ADN del
genoma viral también va degradando el ARNg ya copiado. Los PPT son secuencias del
ARNg que son resistentes a la degradacion de la RT, estos segmentos PPT de ARN
sirven también como cebadores. La LTR se originan por la transferencia de un segmento
copiado en ADN con las secuencias U5 y R (del extremo 5’) hacia de el extremo 3’ del
ARNg que contiene a U3 y R; cuando este segmento de ADN es usado para proseguir
con la copia del ARNg a la secuencia U5 y R se le agrega la U3, las tres regiones de la
LTR. Cuando las secuencias PBS de ADN son terminadas también sirven como
cebadores. En el VIH el PPT central (cPPT) permite la formacion de la estructura
conocida como ADN traslapado (ADN flap, en ingles).
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Ciclofilina A (CypA), es una peptidil isomerasa celular acarreada en el virus
(durante el ensamble y posterior gemacién de la célula infectada). Esta proteina cataliza la
isomerisacion cis/trans de la prolina-90 de las proteinas de la capside (CA) *; se une al
dominio amino terminal de CA %", lo cual aparentemente es requerida para la conformacion
y ensamble correcto de estos mondémeros en la capside ®. Es posible que mantenga la
estabilidad de la estructura de la capside, cuando el virus entra a la célula. Esta
estabilizacion podria protege al RTC de la actividad de la proteina celular TRIM5-a
(proteina citoplasmica con actividad antiviral) *°, que manda a degradacién proteosoémica a
las proteinas CA ®: la CypA evitaria el desensamble prematuro de la capside antes de que
se de la retrotranscripcion *°%.

Vif. Una de las proteinas accesorias del virus; tiene una masa molecular de 23 kDa.
Si bien esta proteina forma parte de la particula viral su funcion relevante la realiza antes de
que el virus geme de la célula. Evita que el virus acarree a la proteina celular APOBC3G
(A3G), un factor de restriccion antiviral que interfiere con la retrotranscripcion. A3G es
una citidina desaminasa celular que se une al ARN ' %: al momento de la
retrotranscripcién causa la mutacion de la dC por dU en la primera hebras de ADN
retrotranscrita; posteriormente por cada dU se adiciona dA a la segunda hebra de ADN
(hebra positiva) generada. EI gran nimero de mutaciones (hipermutaciones) que introduce
A3G genera un ADNCc proviral abortivo '*. Vif induce la degradacién de APOBEC3G via

proteosoma (26S) '°; especificamente Vif interactia con la ubicuitin ligasa E (complejo

106

proteico celular formado por Cullen-5, elonginas-B/C y Rbx1) -, para inducir la

poliubicuitinacion de A3G. La degradacion de A3G evita que sea incorporada en los virus

recién formados; lo que impide la retrotranscripcion defectuosa antes mencionada.
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5.3.3 ENTRADA DEL ADNc VIRAL AL NUCLEO CELULAR

Se menciond que en su camino hacia el nacleo celular se genera el ADN genémico
viral; el desensamble de la capside es un requisito para que este genoma viral entre al
ntcleo *%; sin embargo, sigue asociado con las proteinas RT, IN, Vpr 1 e incluso conserva
protefnas de la MA y CA ' 10 A |3 asociacion de estas proteinas y el ADNc viral se le
denomina complejo de preintegracion (PIC).

Las sefiales de localizacion nuclear (NLS) son secuencias consenso de aminoacidos
presentes en las proteinas destinadas a entrar al nacleo celular. EI PIC es redundante en la
expresion de dichas sefiales, ya que las proteinas IN, MA y Vpr contienen secuencias NLS
111,112, 113, 114 ) 3 redundancia de las NLS en el PIC asegura su importacion al nucleo,
independientemente de que la célula se encuentren o no en divisién.

La necesidad de la interaccion del PIC con proteinas celulares para su entrada al
nacleo se ejemplifica describiendo la funcién de las proteinas virales Vpr e IN:

Vpr. Miembro de las proteinas accesorias del VIH que cuenta con 96 aminoacidos,
con alrededor de 14 kDa, forma parte del virién y también es parte del PIC. Es importante
para la infeccion productiva de células que no estan en division (ejem, M¢-Mg) 11> 16 117
esta funcion la realiza regulando la entrada al nicleo del PIC mediante su interaccién con el
complejo de proteinas del poro nuclear **® *°: especificamente se ha demostrado que se
asocia con las proteinas celulares importina-a y nucleoporina hCG1 para realizar su
actividad de transportacion *?° ', Adicionalmente Vpr puede desestabilizar la envoltura

nuclear %, dado que el PIC es mas grande que el diametro del poro nuclear es posible que

esta funcidn de Vpr también ayude en la entrada al nicleo.
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IN (Integrasa del VIH). Proteina viral, como parte el transporte del PIC al nucleo

123, 124’ importina 7 125, 126,

especificamente interactda con la importina (carioferina) o/p
127 y transportina-SR2 (transportina 3) ?® *# proteinas celulares de las vias de transporte
nuclear. Desde luego posteriormente la IN se encarga de unir el ADNc viral al genoma de
la célula, esta funcidn se describira adelante.

Otras proteinas celulares implicadas en la entrada del PIC al nucleo son las

nucleoporinas Nup98, Nup358/RanBP2 y Nup153 %0 131 132

5.3.4 INTEGRACION DEL ADNc VIRAL AL GENOMA CELULAR

El genoma viral es integrado en el ADN celular después la entrada del PIC al nicleo
celular. Brevemente, el proceso de integracion consiste en que la IN corta dos nucleétidos
en los extremos-3’ de las dos hebras del ADN bicatenario viral, especificamente remueve
los nucledtidos GT en los extremos-3’ de las LTR; ademas la IN hace dos cortes en el ADN
celular, entre un corte y otro hay una separacion de 5 nucledtidos y estan en cadenas
distintas del ADN celular; la IN une covalentemente los extremo-3’ del LTR viral con los
sitios de corte en el ADN celular, estos extremos ocupan cadenas contrarias del ADN. Sin
embargo, para que los extremos-5’ del genoma viral se unan covalentemente a la hebra de
ADN que les corresponde, la IN quita dos nucledtidos al extremo-5" del LTR vy las
proteinas celulares termina el proceso; la maquinaria celular de reparacion del ADN se
encarga de llenar las brechas de cinco nucle6tidos faltantes entre la hebras del ADN celular
y su correspondiente extremo 5’ del LTR y finalmente une covalente los extremos-5’ del

LTR con el ADN celular. Figura 13.

39

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)



http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

ADN proviral integrado

Figura. 13 Integracién del VIH. La integracion del ADNc viral (I) requiere la
catalisis de la proteina viral IN, la cual realiza cortes tanto en las LTR (Il) del virus como
en el genoma celular (lll); ademas, la integrasa une parcialmente los extremos del ADN
proviral a la célula (V) . La maquinaria de reparacion de ADN de la célula llena los huecos
y une covalente la secuencia reparada (V). El proceso se describe en el testo.

Diversas interacciones entre la IN y las proteinas celulares permiten que la
integracion del genoma viral no sea al azar. Los sitios de integracion tienen la caracteristica
de ser regiones con genes activos **, con bajo contenido en GC. La IN se une al factor de
transcripcion celular LEDGF/p75 favoreciendo la insercion del ADN en sitios donde se

encuentra este factor de transcripcion *3* **° 3% Asi mismo la IN interactda con la proteina
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celular HMGAZ1 [ademas conocida como HMG1(Y)] para reconocer los sitios y aumentar
la eficiencia de integracion **" *®; HMGAL es miembro de las proteina no histonas con
preferencia por secuencias ricas en AT del DNA, que esta en concordancia con la afinidad
del ADN viral por sitios del genoma con alta transcripcion; adicionalmente se sabe que la
interaccion de HMG1 con otras proteinas nucleares modula la arquitectura y transcripcion
del ADN ' estas funciones serian importantes para aumentar la antes mencionada
eficiencia de integracion del ADN viral. Figura 14

También se observa una preferencia de la integracion del genoma viral por
segmentos del ADN celular flanqueados por los llamados MAR o SAR ¥, es decir
flanqueados por secuencias del ADN que se unen a la envoltura nuclear. La unién del ADN
a la envoltura nuclear es mediada por proteinas adaptadoras, con afinidad en un extremo
por los microfilamentos de la lamina de la envoltura nuclear y por el otro extremo con
afinidad por secuencias del ADN. Dos de estas proteinas, que también se asociacion entre
ellas, participan en la integracion del genoma viral: la emerina y BAF, esta Ultima previene

que el genoma viral se una consigo mismo (auto integracién) 4! 4% 143,
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Figura. 14 Integracion del genoma viral. Una vez que el PIC entra al nucleo celular su interaccion con diversas proteinas
celulares (LEDGF, HMGA1, BAF, emerina) permiten que la integracion no sea al azar, ocurre en secuencias del genoma celular
flanqueadas por las MAR/SAR. La integracién del genoma viral se da en regiones activas del genoma ricas nucleétidos AT.
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5.4 EVENTOS TARDIOS EN LA REPLICACION DEL VIH
Los eventos tardios de la replicacion viral comienzan con la trascripcion, siguen con
la expresion de las proteinas virales y concluyendo con la formacion de un virus maduro

(ver ciclo de replicacion).

5.4.1 ELEMENTOS DEL PROVIRUS QUE DETERMINAN SU ACTIVIDAD
TRANSCRIPCIONAL

Al genoma del VIH integrado se le conoce como provirus. El provirus interacciona
con las proteinas nucleares, al igual que el genoma del hospedador, lo que permite que se
comporte como un gen inducible (que es afectado por sefiales de activacién o represion). El
efecto de la interaccion entre el provirus y proteinas celulares nucleares tiene una
manifestacion extrema en la llamada latencia viral, en este estado no hay trascripcion viral
en la célula infectada a pesar de que si hay integracion del genoma viral *** *°.

Un elemento viral clave para la replicacion del VIH son las LTR, como se dijo, se
forman durante la retrotranscripciéon y es requerida para la integracién del provirus. Su
importancia en la replicacion reside especialmente en que la LTR del extremo 5’ es el
promotor transcripcional del provirus. Tienen todas las caracteristicas de un promotor
eucaridtico complejo, adaptado al ambiente nuclear, que interacciona con factores de
transcripcién positivos o negativos celulares **°. La LTR del extremo 3’ funciona como
sefial de terminacion y poliadenilacion.

A continuacion se describira las caracteristicas de la LTR (en su funcién como

promotor) y se revisara el efecto de los factores celulares y virales asociados con la

actividad transcripcional del provirus.

43

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)



http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

5.4.1.1 CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES Y GENERALES DE LA LTR.

Las LTR se han dividido en tres regiones funcionales U3, R y U5 **' (Figura 15). La
region R, que se transcribe (posicién +1 a +100), contiene a la secuencia que codifica para
TAR; TAR es un transcrito de ARN al que se une la proteina viral transactivadora Tat para
hacer eficiente la actividad de la ARN polimerasa Il (ver adelante). La region U5 se
encuentra distal al sitio de inicio de la transcripcion (+100 a +181), contiene sitios de union
para los factores de transcripcion Ap-1, Ap3-L/NFAT, DBF/IRF y Sp-1 **® 9 | a regi6n
U3 es la que contiene a la regién promotora, esta situada corriente abajo del inicio de la
transcripcion (-454 a —1). La region U3 tiene la caja TATAA y la secuencia de union a Sp-
1 (imprescindible para la union del complejo de preiniciacion de la ARN polimerasa I1);
contiene los sitios de union de NF-kB (importantes por unir al factores de transcripcidn que
median la activacion inmunoldgica); por Gltimo tiene una region modulable por diversos
factores de transcripcion, como USF, NF-IL6, LEF, RBF, T3R y, nuevamente, Ap-1 y
NFAT. Para una revisién, ver Ramirez et al., 2005 y Pereira et al., 1999 % 14¢.

El ADN proviral del VIH se organiza dentro de la cromatina en una estructura
altamente ordenada ** **2, El genoma proviral interacciona con el ensamblado octamérico
de proteinas celulares conocidas como histonas, generando nucleosomas (nuc). Dos de
estos nucleosomas formados en la LTR se les denomina nuc-0 y nuc-1, se superponen con
el sitio de inicio de la transcripcion viral y con varios sitios de union de factores de
transcripcion *°°. La formacién de estos y otros nucleosomas a lo largo del provirus lo hace
susceptible al control epigenético, del estado de acetilacion de la cromatina, realizado por
las enzimas celulares histonas acetil transferasas (HAT) (que favorecen la transcripcion)

154155 v las histonas deacetilasas (HDAC) (que reprimen la transcripcién) *°°. Otras
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regulaciones epigenéticas que afectan la trascripcion es la metilacion del provirus y la
actividad del complejo de remodelacion de la cromatina dependiente de ATP (familia

SWI/SNF); la unién de proteinas de union a dominios CpG metilados (MBD2) suprimen

fuertemente la transcripcion *°” *°%; la familia SWI/SNF es requerido para una actividad
P . 159
transcripcional eficiente =~.
=105
i -78
I |
! |
I 1
Enhancer Tat
Regidn moduladora 1 —_—
Promotor
‘ R I us I Genes provirales
ADN | ' ,
cromosomal : Apl NE-AT USF ETS—|— MF-xB Spl TATA : i
| 1 I 1
, LEF : ' "
| NF-IL6 | : [
| I | |
] i i ]
-454 U3 -1/+1 .08 +181
P el @ o
nuc-0 nuc-1

Figura. 15 Regiones del LTR (U3, R y U5). La secuencia U3 del extremo 5’ es la
gue funciona como promotor, se muestran sus subdivisiones y algunos de los sitios de
union a factores de transcripcion; se muestran los sitios aproximados de formacion de
nucleosomas (nuc) en la LTR, denominados nuc-0 y nuc-1.
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5.4.1.2 FACTORES DE TRANSCRIPCION CELULARES QUE SE UNEN A LA
LTR
Spl es requerido para la transcripcion del VIH, tanto basal como dependiente de
Tat; posiblemente dirija la union de componentes clave de la maquinaria de trascripcion

160
|

celular basal =", pues se sabe que se asocia con TBP (proteina de unién a TATA), TAF250

y TAF55 (factores asociados a TBP 250 y 55, respectivamente) **. Ademas, potencia la
transcripcion, junto al NF-«B 2.

NF-xB constituye una familia de factores de transcripcién relacionados (también
conocida como familia Rel) que participan en la transcripcion viral en respuesta a
mitdgenos, citocinas y estimulos inmunoldgicos; ademéas se conoce que NF-xB es un
activador de genes implicados en inflamacion y apoptosis. Dependiendo del miembro de la
familia NF-kB unido al LTR del VIH se puede generar un efecto positivo o uno negativo
sobre la trascripcion del VIH '®%; cuando el homodimero NF-kB p50 (NF-kB1) se une al
LTR del VIH promueve su represion, al asociarse con el represor de la transcripcion
HDAC1 ***; en cambio, en los linfocitos T activados, el heterodimero NF-kB p50—-RelA
(RelA también se conoce como p65) promueve la transcripcién, pues tiene la capacidad de
desplazar al homodimero anterior y reclutar a las HAT p300 y CBP (proteina de union a
CREB) ¢ 16167 " adicionalmente, RelA recluta directamente al complejo cinasa de la
RNA polimerasa Il, incluyendo a TFIIH/CDK7 y P-TEFb % %°: como describiremos
mas adelante P-TEFb es importantisimas para la funcion de la proteina viral Tat.

NFAT, es una familia de factores de transcripcién, algunos de sus miembros actla

en sinergia con otros factores (como NF-kB) para potenciar la trascripcion del VIH *"; en

cooperacion con AP-1 promueve una extensa disrupcién de los nucleosomas *™*. Ademas,
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NFAT es un regulador clave de la activacion de la expresion de los genes del VIH inducida
por la IL-7 Y2 Al igual que NF-kB, NFAT puede promover la remodelacién de la
cromatina, pues se ha visto que NFAT1 se asocia con miembros de la familia de
coactivadores p300/ CBP ", cofactores antes mencionados.

LEF/TCF1-a, un factor de transcripcion no inducible que al unirse a la LTR del
VIH y promueve la activacion del provirus. LEF/TCF1-a establece regiones libres de
nucleosomas entre nuc-0 y nuc-1 "*, estas regiones pueden ser aun més expandidas por la
union de las proteinas USF y Ets; en cooperacion con estos factores promueven la
transcripcion del VIH 172,

Factores RBF-1 y RBF-2, se unen a los elementos de respuesta a Ras (RBE I, 11,
Il y IV) presentes en la region U3 del LTR, estimulando la transcripcion del VIH en
respuesta a Ras. Ras es una proteina que permite la propagacién de sefiales celulares
mediante la activacion de una cascada de cinasas. Mutaciones en las regiones RBE impiden
la estimulacién de la LTR en respuesta a Ras *"°.

NF-IL6. Es importante en el control de la expresion de genes en respuestas
celulares mediadas por citocinas y lipopolisacaridos; parece regular la transcripcion del
VIH-1 a través de la unién compleja con otros factores celulares como USF *"’.

Ets, familia multigénica de proteinas (Ets-1, Ets-2 y EIf-1) importantes en la
regulacién de la expresion del VIH en células T. Estudios in vitro con células T
demostraron que la interaccion entre maltiples proteinas Ets y miembros de la familia NF-

«B/NF-AT son necesarios para la expresion eficiente de genes virales }®. Ademas, la unién

cooperativa entre Ets y el factor USF-1 activa sinérgicamente la transcripcion del VIH-1

175
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T3R (receptor de la familia de hormonas tiroideas T3), estos se unen a elementos de
respuesta a hormonas tiroideas (TRE) presentes en el LTR, traslapando con sitios de union
a NF-kB o0 a SP1 *". Al unir a la hormona T3 tiene la capacidad de estimular la

transcripcion del VIH ', en ausencia o presencia de la proteina viral Tat %,

5.4.1.3 FACTORES VIRALES QUE REGULAN LOS PRODUCTOS DE LA
TRANSCRIPCION

Ademas del efecto que tienen el estado de la cromatina y los factores celulares sobre
la actividad transcripcional de las LTR (por lo tanto de la expresion del provirus), las
proteinas virales Tat y Rev también alteran el curso de la expresion transcripcional. El
efecto de Tat y Rev es analogo a un apagador (“switch”) que cambian la produccién basal
de un repertorio limitado de proteinas a una produccién completa y eficiente de todas las
proteinas que forman al virion.

Tat potencia la transcripcion al unirse al ARN en una estructura terciaria
denominada TAR (Transactivator Active Region), localizada en su extremo 5” (al inicio de
la transcripcion de de todo ARN viral naciente). La union de Tat a TAR es interpretada por
P-TEFb, una cinasa celular compuesta del heterodimero CDK9 vy la ciclina T1 (CycT1), la
cual fosforila (en la serina 2) al dominio terminal carboxilo (CTD) de la subunidad mas
grande de la ARN pol 11 *¥, Mantiene fosforilado el CTD mientras transita corriente debajo
de la LTR, lo que promueve un “ensamblaje mévil” del complejo ARNpol-11-CDK9 y

hace eficiente la transcripcion. Figura 16
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Figura. 16 Mecanismos de activacion transcripcional de la proteina viral Tat. A) A raiz de la union de Tat a la horquilla
ARN TAR de todos transcrito naciente de VIH-1 activa la transcripcion viral; esta proteina recluta al factor de transcripcién positivo
pTEFb, compuesto de Cdk9 y CycIT1. Esta asociacion mejora mediante acetilacion de Tat por P/CAF en su residuo K28. Cdk9
fosforila el dominio CTD de la ARNpol-Il, lo que aumenta su eficiencia de elongacion. Posteriormente Tat se libera de TAR mediante
la acetilacién de su residuo K50, realizado por p300 y Gen5. Entonces Tat se transfiere al complejo de elongacién de la polimerasa,
asociandose también con P/CAF. Tat también promueve la transcripcion reclutando al complejo de remodelacién de cromatinas
SWI/SNF. B) Al finalizar la transcripcion una HDAC [la sirtuina 1, (SIRT1)]) desacetila a Tat, lo que desarma el complejo de

elongacién; con lo cual Tat puede reanudar el ciclo de activacion transcripcional.
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Ademas de promover directamente la transcripcion del genoma viral, Tat también
promueve el reclutamiento o interaccion de éste con diversos factores celulares: interviene
en el reclutamiento de HATSs (p300 y P/CAF) a la LTR #%*84 reforzando o permitiendo un
ambiente acetilado (de cromatina abierta) que favorecen una ciclo continuo de iniciacion
transcripcional; Tat puede estimular la acetilacion del complejo RelA/p50 (miembros de la
familia NF-xB, antes mencionados) lo que también estimula la actividad del complejo
RelA-p50 '#: alternativamente, Tat puede unirse a las secuencias de unién a NF—«B del
DNA del genoma del VIH y transactivar en ausencia del NF-xB '®: Tat promueve la
actividad del complejo SWI/SNF (antes mencionado), este complejo remodelan la
cromatina para permiten el paso de la maquinaria transcripcional " 18 Tat puede influir
en el reconocimiento del sitio de corte y empalme (splicing) a trabes de su interaccion con
el complejo de corte y empalme (splicing) ASF/SF-2; se ha encontrado que P-TEFb
interactia con el factor de corte y empalme (splicing) celular SKIP que es esencial para la
actividad transcripcional mediada por Tat '®°; Tat interactlia con los componentes de la
maquinaria del encapuchado del ARN mensajero viral (camping, en ingles) (Mcel y
Hemi) 190, 191

Rev es una proteina viral indispensable para controlar eventos postranscripcionales
requeridos para la replicacion viral. Su actividad mantiene un equilibrio en la produccion de
las diversas proteinas virales y en la generacion del ARN gendmico.

En ausencia de Rev el transcrito proviral sufre cortes y empalmes multiples que
llevan a la sintesis de las proteinas Tat, Rev y Nef (proteinas tempranas, ver siguiente
seccidn). Después de su sintesis, Rev asegura que el pre-ARNm sea exportado del nicleo
antes de sufrir algin corte y empalme o cuando solo ha sufrido uno. El transcrito asi

rescatado codifica para proteinas estructurales (productos de los genes gag y env),
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componentes enzimaticos (productos del gen pol) y para el genoma de ARN del VIH. Esta
actividad de Rev se debe a su asociacidon con el ARN en una estructura terciaria (horquilla),
denominada elemento de respuesta a Rev (RRE), en la region env del transcrito viral. Para
exportar del nucleo a los ARN’s incompletamente procesados y rescatarlos del corte y
empalme, Rev recluta la proteina de exportacion nuclear CRM1/exportina-1 dependiente

de Ran GTP %2, Figura 17
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. Figura. 17 Exportacién del
ARN viral nucleo mediada por Rev de los
transcritos del genoma viral En el
nacleo, Rev se une a la region RRE
del las transcripciones virales. Para su
exportacion hacia el citoplasma Rev
requiere asociarse con la exportinl;
para que esta union suceda la
- ' : exportinal requiere estar unido a Ran-
] v GTP. En el citoplasma la GTP de Ran
C. - es hidrolizada y la exportinal se libera
Importina B J de Rev, dejando al retrotranscrito en el
citoplasma. Mientras que Rev es
desplazado del transcrito (del RRE)
= s SaNSE | & > cuando se le asocia la im_portina-B.
' \ 3 Rev regresa al nucleo asociada a la
importina-f. La unién de Ran-GTP e la
exportina-p libera nuevamente a Rev
dentro del nucleo. El balance de Ran-
GTP contra Ran-GDP es mantenido
por RCC1, RanGAP y RanBP1.
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5.4.2 ACTIVIDAD TRANSCRIPCIONAL DEL VIH

El pre-ARNm resultante de transcribir el provirus contiene intrones y exones, al
igual que los transcritos del genoma celular, dependiendo de los sitios de corte y empalme
alternativo se originan distintos ARNm maduros. Los trascritos virales tienen tres
posibilidades para ser procesados: 1) aquellos que han sufrido maltiples cortes y empalmes
alternativos, dan lugar a las proteinas Tat, Rev y Nef; 2) aquellos ARNm que solo han
sufrido un corte y empalme alternativo, son utilizados para generar la poliproteina Env, Vif,
Vpr y Vpu; 3) aquellos ARNm que no han sufrido corte y empalme alternativo, son
utilizados para generar las poliproteinas Gag y Gag-Pol y la nueva generacion de ARN
geondmicos virales.

En un principio la trascripcion viral no es eficiente y los transcritos formados sufren
maltiples cortes y empalmes alternativos; por lo que a las proteinas resultantes de la
traduccion de estos ARNm’s (Tat, Rev y Nef) se les denomina proteinas tempranas y a sus
genes de origen se les llama genes de expresion temprana. Una ves que se sintetizd Tat la
trascripcion se hace eficiente, por su unién a TAR al inicio de la sintesis de todo ARN
naciente y los mecanismos antes sefialados (ver factores virales que promueven la
replicacion viral).

La proteina Rev es la encargada de exportar al ARNm viral fuera del nacleo celular
antes de sufrir corte y empalme alternativo o cuando solo se ha dado uno. Las proteinas que
se sintetizan a partir de dichos ARNm’s se les agrupa con el nombre de proteinas tardias
(Gag, Pol, Env, Vif, Vpr y Vpu); por consiguiente a los genes de origen se les llama genes
de expresion tardia.

Algunas de las funciones de Nef, Vpr y Vif se han referido antes (ver transito hacia

el nacleo y retrotranscripcién). Otras de las propiedades de estas y otras proteinas

53

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)



http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

accesorias (Vpu, Vpx) se describirdn a continuacion. Si bien se les ha denomina proteinas

accesorias su funcion es indispensables para la replicacion del VIH.

5.4.2.1 PROTEINAS ACCESORIAS Y ACTIVIDAD TRANSCRIPCIONAL DEL
VIH
Nef. Proteina del VIH-1 de alrededor de 27 kDa y 206 aa (en el VIH-2 tiene 256
aa). Existe una alta variabilidad genética entre los distintos aislados virales de Nef,
haciendo que sus propiedad funcionales varien entre una y otra cepa viral **. Las siglas con
las que se le identifica se derivan del primer efecto que se le identifico: “factor negativo

» 19,19 En un balance de sus

(negative factor, en ingles) de la replicacion viral
interacciones intracelulares, hoy las evidencias muestran que la actividad de Nef crea un
ambiente permisivo para la replicacién viral **® *’. Las interacciones moleculares que
causan estos efectos contrapuestos dependen de su localizacion intracelular %, algunas de
estas interacciones se discutirdn a continuacion.

Nef regula negativamente la expresion de CD4 al unirse a la cola citoplasmicos de
esta molécula **; con lo cual sufre endocitosis mediada por clatrina, previa interaccién con
AP2 20 201 posteriormente la interaccién de Nef con proteinas del sistema COP dirige la
molécula CD4 a degradacion lisosomal %% 2%, El significado de la disminucién de CD4 se
describird més adelante (ver Vpu).

Nef también disminuye la expresion de MHC-I en la membrana celular, se han
propuesto dos mecanismos para ello: Se considera que Nef evita la llegada a la superficie
celular de MHC-1 #*, redireccinando los endosomas que salen del trans-Golgi con MHC-1

hacia degradacién lisosomal; para lo cual Nef interacciona con la cola citoplasmatica de

MHC-I, luego con AP-1 y finalmente con el sistema COP que lo dirige a degradacién 2°°.
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Otro propuesta es que Nef induce una endocitosis prematura de MHC-I; este efecto se
realiza por la interaccion de la cola citoplasmatica de MHC-1 con Nef y PACS-1 %, lo que
causa la actividad anormal de su via de endocitosis. En ambas propuestas se observa una
acumulacion del MHC-1 en endosomas del trans-Golgi.

Inducir una disminucion del MHC-I en la membrana es una estrategia comun en los
virus para evitar que las células infectadas presenten péptidos virales al sistema inmune
celular, dificultando asi la activacion de este sistema y una muerte anticipada de la célula
infectada por la citotoxicidad celular adaptativa.

Nef también influye en vias de sefializacion que favorecen la activacion celular.

207, 208, 209
K

Forma un complejo que activa a la cinasa celular PA , este complejo se forma

en las balsas lipidicas e incluye a las proteinas PI3K, Vav, CDC42 y Rac !0 21 212,213
Lo cual puede tener un efecto sinérgico de activacion de vias dependientes de calcio #*, de
las MAPK y de NFAT 2%,

Nef propicia la replicacion viral al incrementar la sintesis y transporte de colesterol

a las balsas lipidicas 2'® **

, lo que facilita la produccién de particulas virales pues son
sitios requeridos para la gemacién viral.

En lo que respecta al efecto represor de Nef sobre la replicacion viral. En algunos
estudios se observo que interferia con la actividad transcripcional del LTR #® ?*°, También
se encontrd que interferia con la activacion de factores celulares que interactian con este

promotor viral (AP-1 y NF-kB) ? #2!: sin embargo, este efecto no fue encontrado por otros

grupos %22,

Vpr Se describieron algunas de las funciones de Vpr al describir la entrada del

genoma viral al nacleo, otras funciones son descritas aqui. Esta proteina viral forma parte
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tanto del VIH-1 como del VIH-2. Ademas, el VIH-2 cuenta con la proteina Vpx, que tiene
homologia con la proteina Vpr; se cree que posiblemente se origino por la duplicacion del
gen vpr. Al igual que la proteina Vpr, Vpx también es acarreada dentro de la particula viral,
en el VIH-2 ?** 2% para ambos virus algunas de las funciones de sus respectivas Vpr son
comunes; sin embargo, en el VIH-2 algunas de las funciones que realiza el Vpr del VIH-1
se han segregado hacia la proteina Vpx. Describiremos las caracteristicas de ambas
proteinas.

Vpr manipula el ciclo celular al arrestarla en la etapa G, ?*°, debido a que activa la
via ATR de reparacion de dafio al DNA. El virus aprovecha esta condicion para aumentar
su replicacion, puesto que se puede detectar una 6ptima actividad transcripcional de la LTR
viral y la traduccién del ARNm viral en la etapa G- del ciclo celular %** ?*’. Sin embargo,
una posibilidad de la activacion de la via ATR es que la célula se vaya a apoptosis. Se ha
observado que Vpr también ejerce un efecto dual de prevencion o induccion de la apoptosis
228: aunque la idea que prevalece es que in vivo Vpr induce la apoptosis.

Como se menciond Vpr permite la infeccion de células que no se encuentran en
divisién. En el VIH-2 esta funcién se ha segregado a su proteina VVpx; al parecer interactta
con la via de ubiquitinacion (Cullen-4, DCAF1, E2) para inactivar un factor de restriccion

celular ?%°,

Vpu. Es la proteina codificada en el genoma del VIH-1 que no esta en el genoma
del VIH-2. Esta tiene dominios que la unen con la membrana ?*°, principalmente del REr y
del aparato de Golgi. A su estructura y localizacion en la membrana se le asocia con dos

actividades importantes para la replicacion viral, como describiremos.
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Promueve la liberacion de particulas virales de la membrana celular, se han
propuesto diversos mecanismos: interactuando con canales iénicos (TASK-1) 2%
contrarrestando el efecto de proteinas celulares que pudieran inhibir la gemacién %2, por
ejemplo contrarrestar el efecto de la tetherina %**; otra propuesta es que desestabiliza la
membrana, agrupandose para formar un canal idnico 2% #**. En el VIH-2 el dominio KDA
de la cola citoplasmatica y parte del ectodominio de gp41l es la encargada de promover la
gemacion del virus 2*°.

Por otra parte, Vpu regula negativamente la expresion de CD4; como se menciono,
Nef también tiene este efecto (ver antes); ambas actlan sinérgicamente. Esta regulacién
negativa evita que CD4 se una con el complejo Env dentro de la misma célula; lo que
permite una concentracion optima de Env en la membrana celular, necesaria para la
gemacion viral **’. El mecanismo de disminucién de CD4 consiste en que el dominio
citoplasmética de Vpu se une a la cola citoplasmética de CD4 cuando aun se encuentra

dentro del REr, lo que induce su ubicutinacién y posterior degradacién proteosomal 2%% 2.

5.4.3 LIBERACION DEL VIRUS DE LA CELULA, GEMACION
Con adicién a lo antes descrito, la afinidad del virus por las balsas lipidicas y del
papel de Nef y Vpu para modular las caracteristicas de la membrana. Se describiran
algunas otras interacciones entre el virus y la célula que suceden durante la gemacién viral.
El ensamblado cimentado en la asociacién de precursores virales es la forma en la
que el VIH asegura la composicién y proporcion de sus elementos en la particula viral °.

240

Gag es uno elemento clave para el ensamble <™, esta poliproteina es cortada por la proteasa

viral (PR) después de la gemacion para generar a las proteinas MA, CA, NC y otros

péptidos menos mencionados, SP1, SP2 y p6. La zona donde se encuentra la NC en Gag se

57

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)



http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

une y acarrear al ARN gendmico viral (antes mencionado). La otra poliproteina precursora
Pol también es acarreada por Gag, ya que durante su sintesis Pol se encuentra unido con
Gag, formando el gran precursor Gag-Pol. Posterior a la gemacidn, Pol es autoescindida por
su dominio PR para liberar a las proteinas RT, IN y a la misma PR. Otros elementos virales
se incorporan al viridn por su afinidad con alguna de las proteinas antes mencionadas.

El dominio MA de Gag le permite unirse a las balsas lipidicas de la membrana. La
asociacién MA a la membrana se debe a su dominio o-hélice con aminoacidos basicos que
se unen a fosfolipidos acidos [como el IP (4, 5) P;], lo que favorece interacciones

electrostaticas 24" 24?

, ademas cuenta con un grupo miristilo (en su extremo amino) que se
inserta en la membrana . A su vez, las proteinas MA interactlia con gp4l lo que le
permite incorporar al complejo Env en la envoltura viral; se ha visto que esta interaccion
también requiere de la proteina celular TIP47, que act(ia como conector entre ambas 2%,

La proporcion de Gag en su ensamble en la membrana también es favorecido por las
proteinas celulares ABCE1/HP68, STAUFEN v, posiblemente, la proteina nucleolina ***
246, 247 Estas proteinas interacttan con el dominio NC de Gag y el ARNg viral asociado 2.
La gemacion viral también es asistida por proteinas celulares pertenecientes al

transporte vesicular: la proteina adaptadora de clatrina AP-3 2*°

, proteinas del complejo de
los cuerpos multivesiculares [tales como TSG101, Tal, proteinas del complejo ESCRT
(VPS-CHMP) y ALIX/AIP1] 0 %L 22 253 254 Tamhién miembros de la familia

tetraspanina estan involucrados **°

. las tetraspaninas, en la célula, cooperan en la
organizacion de proteinas que se unen a la cola citoplasméticas de diferentes receptores de
membrana. Se ha encontrado que el péptido p6 de Gag esta involucrado en las interacciones

con estas proteinas celulares. Figura 18.
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Figura. 18 Proteinas celulares involucradas en el ensamble y gemacion del VIH. La poliproteina viral Gag es un elemento
clave en la reunion de los componentes virales; por un lado su dominio MA se asocia con la membrana celular y por otro, su dominio
NC, se asocia al genoma viral y a factores celular que colaboran con el ensamble viral. Al dominio p6 de Gag se le unen factores

necesarios para la gemacion viral.
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VI DISCUSION
Las complejas interacciones del VIH con la célula hospedadora se manifiestan a
distintos niveles: celular, organico, sistémico (el mas evidente es el colapso del sistema
inmune), variaciones en el curso clinico de la enfermedad y en el comportamiento
epidemioldgico (un contexto poblacional). Dichas interacciones influyen en la capacidad
infectiva del virus y grado de replicacion. Cuando se realiza trabajo de investigacion es
importante tener en cuenta esta complejidad para realizar una interpretacion adecuada de

los resultados experimentales, como se muestra a continuacion.

6.1 EXPRESION DE LA COMPLEJIDAD DE LA INTERACCION VIH-CELULA
La dependencia del VIH hacia las células humanas se pone de manifiesto en la
incapacidad del virus para infectar o mantenerse de forma Optima en células de otras
especies animales. Esto llevo a buscar los factores moleculares humanos causales de la
especificidad. Asi por ejemplo, se mostré que no bastaba el receptor CD4 humano para que

el virus pudiera infectar células de roedor transgénicas para CD4 >

, Y que se requeria de un
factor adicional para que el virus pudiera infectar >’ el cual posteriormente se demostré
que consistia de un receptor utilizado por quimiocinas, principalmente CCR5 o CXCR4.
Aun después de infectar células animales transgénicas para los genes de estos receptores, la
replicacién viral continuaba siendo deficiente; lo que condujo a descubrir la existencia del
factor de restriccion TRIM-a, que es especie especifico y protege contra determinados
retrovirus 2% 2°%

Por otra parte, es muy comdn que en los articulos cientificos se reporten resultados

muy contrastantes entre un investigador y otro. Algunas de dichas divergencias se deben a

las diferencias entre la gran variedad de lineas celulares (de origen humano) utilizadas para
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la investigacion. Por ejemplo, en la linea celular CEM-SS los virus con defectos en Vif
pueden replicarse sin problema, lo que no sucede en otras lineas celulares. Esto se debe a
que las células CEM-SS carecen de APOBEC3 2%, el factor de restriccion celular antes
mencionado. Lo cual, también sirve para ilustra la existencia de fuentes de variabilidad
experimental que afectan los resultados y las interpretaciones derivadas de los mismos, por
lo que es primordial para un investigador mantener sus conocimientos actualizados.
También se deduce que es justificable usar nuevas técnicas experimentales para corroborar
investigaciones previas. En caso de usar lineas celulares como modelo de experimentacion,
se debe tener en cuenta que la linea celular usada puede influir sobre el resultado. Si
existieran divergencias entre los resultados obtenidos con modelos celulares in vitro
respecto a lo que sucede en el organismo vivo, el encontrar la razén de estas diferencias

puede generar nueva informacion.

6.2 EXPRESION DE LA INTERACCION VIH-CELULA A NIVEL INDIVIDUO

La expresion epidemioldgica y clinica de la enfermedad también nos remite a las
complejas interacciones entre el VIH y la célula, por ejemplo: El VIH-1 es mas patdgeno
que el VIH-2; dentro de los grupos del VIH-1 hay diferencias en la velocidad de la
progresion a SIDA; el grupo M es el causante de la pandemia. A lo anterior se han
propuesto diversas explicaciones, una de ellas se basa en las diferencias en la cantidad de
sitios de unién de NF-kB en el promotor transcripcional (LTR), los virus con méas de un
sitios de unidn para este factor nuclear son mas activos para replicarse.

La susceptibilidad a la infeccion también se relaciona con la variabilidad entre las
distintas proteinas celulares. Dentro de las personas expuestas al VIH hay quienes son poco

susceptibles a ser infectados, denominados seronegativos de alto riesgo. En este grupo se
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encuentran los individuos que portan una mutacion homocigotica llamada A32-CCR5
(mencionados en la seccién glicoproteina gp120), los que sobrexpresan B-quimiocinas
(competidor natural por el correceptor del VIH) y los que tienen una tendencia a desarrollar
una baja activacién de los linfocitos T CD4* 26% 262, 263, 264 1} 5 anterior habla de la gran
dependencia del VIH hacia un correceptor determinado y de un ambiente celular que
propicie la expresidn de las proteinas virales (ver adelante).

Otro caso raro son las personas infectadas que permanecen estables sin progresar a
SIDA aun cuando no reciben tratamiento, estos son los llamados controladores élite 0 no
progresores a largo plazo. La falta de progresion de estos pacientes se ha relacionado a
varios factores, por ejemplo: han sido infectados con mutantes virales en algunas de las

proteinas Nef, Rev o en Vif 0% 206 207

, poseen alelos del complejo principal de
histocompatibilidad considerados protectores (como HLA-B*27 y HLA-B*57) %% o bien
tienen una eficiente respuesta inmune citotoxica (Ultimos dos temas no tratados en esta
tesis).

Con el uso de la terapia combinada de medicamentos contra diferentes procesos
virales, llamada terapia antirretroviral altamente activa (HAART, siglas en inglés de highly
active antiretroviral therapy), se observo una disminucion de la carga viral en la sangre a
niveles imperceptibles. Sin embargo, una vez que se quita el tratamiento la viremia
reemerge e incluso surgen cepas resistentes a los farmacos empleados *®°. Esto llevé a
comprobar que una parte de las células infectadas con el VIH genera provirus silentes
(latentes), que no se replican hasta en tanto la célula no pase a un estado activado (latencia

270,

replicativa) “™"; se retomard el tema en siguiente apartado, donde se analiza el efecto del

estado fisioldgico celular sobre el curso de la enfermedad.
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6.3 INFLUENCIA DEL ESTADO FISIOLOGICO DE LA CELULA EN LA
REPLICACION VIRAL

Para entender la concordancia entre el estado fisioldgico de las células (activacion,
reposo, diferenciacion, etc.) y el destino del virus, se requiere describir algunas de las
caracteristicas de los linfocitos T. Los linfocitos T pueden transitar hacia un estado activo
por diferentes sefiales estimulantes que llegan a sus receptores. Estas sefiales incluyen el
reconocimiento de un antigeno (epitopo) por medio del receptor de células T (TCR), la
union de interleucinas (por ejemplo IL-1, IL-7, TNF-a) a receptores especificos y estimulos
experimentales, como el mediado por el anticuerpos anti-CD3 y otros mitdgenos artificiales
(PMA, prostatin, etc.).

Cuando los linfocitos T son activados por un antigeno estos dejan de ser T virgenes
(también llamados naive), sufren una expansion clonal y se diferencian en linfocitos de
memoria efectores o de memoria central; los linfocitos efectores se quedan activos
combatiendo la fuente de estimulacion antigénica, después de la cual se mueren; los de
memoria central son parte de la clona que quedan almacenadas, en un estado de reposo de
baja division celular, listas para activarse cuando se presenta el mismo estimulo
inmunolégico que las origino. Las células T virgenes (naive) expresan los receptores
CD45RA, CD62L y CXCR4. Los de memoria expresan a CD45RO y a CCR5; sin
embargo, estos receptores se expresa en bajas cantidades si es una célula T en reposo
(memoria central).

Se ha hecho las siguientes observaciones: ElI VIH se replica eficientemente células
que se encuentran activas; la cepa viral R5 (se une al recetor CCR5) es la que se presenta
preferentemente al principio de la infeccién y hacia el final de la infeccion se aislante

cepas X4 (se une a CXCR4), que es un marcador de cercania a la etapa de SIDA.
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Posiblemente haya una corelacion entre estas observaciones; la explicacion seria la
siguiente:

Dado que el VIH se replica eficientemente en células activadas, es l6gico que el
fenotipo viral que se favorezca sea el R5; pues esto asegura una preferencia por los
linfocitos T activos o que estan listos para entrar en activacion; es decir, hay preferencia del
virus por linfocitos T CD4" efectores y de memoria central 2’*, tienen al receptor CCR5. El
fenotipo R5 se mantendria mientras se disponga de estas poblaciones celulares. Conforme
avanza la enfermedad la poblacion de células T de memoria se agotan y la respuesta
inmune (celular y humoral) decae; en respuesta, los mecanismos de homeostasis aumentan
la concentracion de IL-7 para inducir la proliferacion de las células T virgenes (naive) %,
entran en un estado de activacion sin estimulo antigénico; asi, este aumento de la sefal
mitogénica permite que hacia el final de la enfermedad el VIH disponga de una poblacion
suficiente de células T virgenes (naive) activadas, en namero suficiente como para sostener
el cambio hacia el fenotipo X4 del virus. Cabe aclarar que el cambio de fenotipo viral R5 a
X4 no se observa en el 50% de los casos de individuos infectados.

Es desfavorable para el VIH infectar células que se encuentran en reposo (tanto
linfocitos T virgenes como de memoria en reposo), esto se debe principalmente a cuatro
motivos:

1) Pueden generarse provirus defectuosos (defectivos) por hipermutacion, pues la
APOBEC3G se encuentra activa en los linfocitos T en reposo .

2) La retrotranscripcion es ineficiente por la existencia de niveles bajos de nucleotidos.

3) Los bajos niveles de ATP restringe los mecanismos de importacion del ADN proviral al

nicleo 2™,
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4) El ambiente restrictivo de las células en reposo también hace que el genoma viral no se
integre al genoma celular; con lo que el genoma viral queda episomal en forma lineal o
circular. El tiempo de vida media del genoma viral no integrado va de 24 h a unos cuantos
dI,aS 275, 276.

Lo anterior ocasiona que la infeccion del VIH de células en reposo pudiera ser
abortada (no productiva). Sin embargo, en el caso del genoma viral que se quedo episomal,
cuando la célula en reposo es activada el genoma viral no integrado puede incorporarse al
genoma celular; éste “rescate” se da solo si el episoma permanecid lineal, si no fue
circularizado %",

Respecto a la integracion, como se esperaria, variaciones en los sitios de
integracion también afectan el ambiente proximo al promotor genético del virus (LTR),
haciendo que el nivel de replicacién varie hasta en 100 veces .

Cuando el VIH integra su genoma en células que van a salir del estado de
activacion, también sucede que, si las células infectadas logran regresar al estado de reposo
(si no mueren antes) la expresion del genoma viral es silenciada, dicho fendmeno es
conocido como latencia viral de postintegracion. Este tipo de latencia es un reservorio viral
dificil de combatir, tanto inmunol6égica como farmacolégicamente. Se ha calculado que su
tiempo de vida media aproximado son 3.7 afios #’® #°. La activacién de estas células
permite que se reinicie el ciclo de replicacion viral.

Las vias de sefializacion que favorecen la replicacion viral se pueden resumir como
sigue: Con las sefiales de estimulacion celular los factores de transcripcion celulares
transitan a un estado activo, por ejemplo, el heterodimero RelA-p50 de NF-kB, NFAT y

SP1 son tres factores nucleares con un claro efecto estimulador de la actividad

transcripcional del promotor genético del VIH (LTR). Estos factores celulares junto con la
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proteina viral Tat estimulan la trascripcion del genoma viral, de varias maneras: favorecen
la remodelacion de la cromatina hacia un estado abierto (eucromatina) (proceso realizado
por HATs y el complejo SWI/SNF) y cooperan con el reclutamiento, ensamble o actividad
del complejo de la ARNpol-11 y de la maquinaria de procesamiento del ARNm

Diversos grupos de investigacion consideran que la activacion celular es el motor
de la enfermedad, ya que se establece un circulo vicioso de activacién, infeccion,
diseminacion, muerte celular y més activacion 22 282, Observaciones que estan en este
contexto son:
1) Los procesos inflamatorios favorecidos por infecciones subyacentes aumentan la
predisposicién al contagio del virus 2.
2) Los linfocitos que reconocen los antigenos de este virus estan predispuestos a la
infeccion y a la deplecion, pues se activan al reconocer el antigeno 2.
3) El virus cuenta con proteinas que favorecen un estado de sobrestimulacién celular (en
esta actividad destaca Nef, ya que personas que han sido infectadas con ciertos virus
defectuosos en Nef progresan lentamente a la enfermedad ).
4) Los organos linfoides altamente activados se vuelven sitios de replicacion eficiente del
VIH y de pérdida masiva de linfocitos T CD4"; destaca el efecto sobre el tejido linfoide
asociado al intestino, sitio de una alta activacion por traslocacion antigénica, que resulta
especialmente dafiado durante el curso de la enfermedad 2°.

Se considera que la sobre-activacion inmune en contra del VIH evita que se
establezca como una infeccidn cronica, tal y como sucede con algunas infecciones virales

humanas: herpes simple, la hepatitis B o C, citomegalovirus (CMV) y virus de Eipsten-Bar

(EBV).
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La estrecha interaccion entre el virus y la célula produce la paradoja de que la
respuesta inmune que podria contener la replicacion viral, conlleva la activacion de la
replicacion viral y dafio al sistema inmune. Esto complica considerablemente el desarrollo
de vacunas que tengan como consecuencia la activacion de células T CD4". También es un

reto el disefiar farmacos que puedan modular la respuesta inmune en beneficio del paciente.
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VII CONCLUSION

= EI VIH es uno de los patdgenos mas estudiados, la hemerografia disponible es muy
vasta, por lo que el trabajo de integrar esta informacion es compleja. La gran
cantidad de investigaciones realizadas en relacion al VIH hace necesaria la
elaboracién de revisiones que agrupen los conocimientos mas destacados sobre la
biologia del virus; se ha hecho un esfuerzo por elegir los articulos mas relevantes y
presentarlos de una manera accesible.

= A la par de la acumulacién del conocimiento en relacion al VIH; que en su gran
mayoria solo accesible en el lenguaje ingles, el lenguaje de divulgacién cientifica
mas comun hoy en dia; se requieren hacer ejercicios de compendio, revision y
analisis de los mismos. El plasmar esta informacidn en nuestro idioma natal genera
una base de conocimientos tedricos para profesores y estudiantes del area de las
ciencias bioldgicas y de la salud; dando una vision global del tema, en forma
accesible y réapida.

= Cuando se trata de disefiar estrategias terapéuticas, el conocimiento de todos los
factores participantes en la replicacion viral abre la ventana para disefiar un
conjunto de farmacos que complementen, suplan o refuercen la terapia
farmacoldgica actual. Por lo pronto, aunque se conocen multiples compuestos
capaces de interferir in vitro con los procesos del virus, ain es muy limitado el
namero de tales compuestos que tienen un potencial real de aplicacion en el control
de la infeccion. Esto es debido precisamente a que la relacion estrecha del virus con
las células, hacen dificil la obtencion de compuestos anti-virales especificos, que

tengan poco o nulo efecto sobre el metabolismo celular normal.
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VIIlI PERSPECTIVAS

En esta revision se han esbozado las interacciones virus-célula mas referidas en los
articulos cientificos; seguramente faltara por descubrir la existencia o la importancia de
algunas otras interacciones. Esta nocion se hace mas evidente por la investigacion de Brass
et. al., quienes encontraron que alrededor de 273 factores celulares participan en la
replicacién viral; de dichos factores, ya se conocia la participacion de alrededor de treinta
de ellos ?’. Los investigadores descubrieron el efecto de estos factores observando el efecto
del silenciamiento de cada uno de ellos sobre la replicacion viral; previamente se vigilo que
el silenciamiento de estos genes no alterara en forma drastica la viabilidad de la célula.

Gracias a nuevas técnicas de investigacion y al proceso de contrastar lo que sucede
in vitro con respecto a lo que sucede in vivo sera posible que se reevalle la importancia de
algunos factores celulares para la replicacion viral. ElI estudio de la interaccion de los
factores virales con los celulares abre la posibilidad de disefiar farmacos novedosos
(profilacticos y terapéuticos) que interfieran con la replicacion viral. De manera que se
espera que el empleo de una amplia bateria de farmacos erradique los reservorios virales
(de sitios inmunoprivilegiados y de latencia transcripcional), combata los sintomas de la
enfermedad y disminuya la infectividad de los portadores. Es decir, se espera que la
interferencia simultanea con mdaltiples sitios claves en la replicacién viral pueda dificultar
la generacion de resistencia farmacoldgica.

El presente trabajo integra la informacion de distintas areas del conocimiento sobre
el ciclo de replicacién del VIH, con énfasis en la descripcion de los factores celulares que la
propician. Sin embargo, falta por generarse mucha literatura de revision y analisis en
espafiol sobre temas importantes como: vias de muerte celular inducidas por el VIH

(incluido el efecto que tiene sobre la replicacion viral), efecto citopatico de las proteinas
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virales, red de interacciones inmunes establecidas durante en el curso de la enfermedad
(citocinas, inmunidad innata y adaptativa), efecto de la variabilidad genética del

hospedador y de la variabilidad genética del virus sobre el curso de la enfermedad.
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aa

ADN
ADNCc
A3G
APOBC3G

ARN
ARNg
ARNmM
ARNpol-11
ARNt-Lys
BAF

CA

CBP

CDC
CFR
Ct
CTD
CypA
env
EuroHIV
gag

gp
HAART
HAT
6HB
HDAC
HR

IN
kDa
LFA
LLP
LTR
MA
MAPK
MAR
MBD2
MHC
NC
NCBI
nef

IX ABREVIATURAS

aminoécidos

Acido desoxiribonucléico

ADN complementarrio

APOBC3G

Apolipoprotein B ARNm-editora, encima catalitica, polipéptido semejante a
3G

Acido ribonucleico

ARN gendmico viral

ARN mensajero

ARN polimerasa 11

ARN de transferencia de la lisina

Factor barrera para la autointegracion
Cépside

roteina de union a CREB

Centros para el control y la prevencion de enfermedades de los Estados
Unidos

Forma recombinante circulante

Carboxilo terminar

Dominio terminal carboxilo de la ARN pol 11
Ciclofilina A

Envoltura

Centro europeo para la vigilancia epidemioldgica del SIDA
Antigeno de grupo

Glicoproteina

Terapia antirretroviral altamente activa
histonas acetil transferasas

Ovillo de 6 hélices

histonas deacetilasas

Hepta repetidas

Integrasa

Kilo daltons

Antigeno asociado a la funcidn linfocitaria
Péptidos liticos de lentivirus

Repetida larga terminal

Matriz

MAP cinasa

Region de union a la matriz

proteinas de union a dominios CpG metilados
Complejo principal de histocompatibilidad
Nucleocapside

Centro Nacional Para La Informacion Bitecnoldgica
Factor negativo regulatorio
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NLM
NLS
Nt

nuc

Nup

OMS
ONUSIDA
PBS

PIC
pol
PPT
PR
REr
rev
RRE
RT

RTC
SAR
SIDA
SRA
SuU
TAF
TAR
tat
TBP
™
TRIM5-alfa
UFR
vif
VIH
VIS
vpr
vpu
VpX

Biblioteca Nacional De Medicina

Sefiales de localizacion nuclear

Amino terminal

nucleosoma

Nucleoporina

Organizacion mundial de la salud
Programa Conjunto de las Naciones Unidas sobre el VIH/SIDA
Sitio de unién del sebador

Complejo de preintegracion

Polimerasa

tractos de polipurinas

Proteasa

reticulo endoplasmico rugoso

Regulador de la expresion de las proteinas del virion
Elemento de respuesta a Rev
Retrotranscriptasa

Complejo de la retrotranscripcion

Region de union al andamiaje

Sindrome de inmunodeficiencia adquirida
Sindrome retroviral agudo

Superficial

Factores asociados a TBP

Transactivator Active Region
Transactivador de la transcripcion
Proteina de uniona TATA
Trasmembranal

Proteina 5 que contiene el motivo tripartita
Forma recombinante Unica

Factor de infectividad del virién

Virus de inmunodeficiencia humana
Virus de la inmunodeficiencia de simios
Proteina viral R

Proteina viral U

Proteina viral X
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