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RESUMEN

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH-1 y VIH-2) establece una infección persistente en

su huésped, la cual conlleva al denominado síndrome de inmunodeficiencia humana adquirido

(SIDA). La pandemia VIH/SIDA se inició en el año 1981. Desde ese momento, el VIH/SIDA no ha

dejado de progresar y se estima que más de 30 millones de personas han sido infectadas desde

entonces. Alrededor de nueve mil personas son infectadas cada día por el VIH, de los cuales el

90% pertenece al mundo en desarrollo. VIH pertenece a la familia Retroviridae (subfamilia:

Lentivirinae), un grupo de virus isométricos envueltos de unos 90-140 nm de diámetro. Estos

virus codifican para el enzima enversa-transcriptas, la cual les permiten replicar su genoma, ARN,

utilizando un intermediario ADN. En esta visión nos centraremos en tres eventos moleculares de

importancia durante la infección por el VIH: (1) Enlace a la membrana de la célula huésped, (2)

Genes regulatorios/accesorios de VIH-1 y (3) La reversa transcriptasa de VIH-1.

INTRODUCCIÓN



La música se hace a partir de sonidos. Los sonidos, en su orden, generan el ritmo, y es en el seno

de éste que nace la melodía. Ahora bien, la construcción musical sólo es posible dado dos

principios básicos: la repetición recurrente y la variación1. Y es, basados en el principio de

repetición recurrente, que Susumu Ohno y Midori Ohno2 asignan un valor a las bases

nitrogenadas del ADN [Adenina (A), Guanina (G), Timina (T) y Citosina(C)] dentro de la octava

musical en orden de transformar una secuencia genética dada en notas musicales. Así, la vida

demuestra ser una partitura en constante ejecución. Los retrovirus portan dentro de su cápside

protéica su propia partitura genómica y es sólo cuando son transportados al núcleo e integrados

a la del huésped que entonces una disonancia se produce. Esta disonancia por una infección por

retrovirus se traduce en el huésped en: oncogénesis3,4, inmunodeficiencia5,6 o

neurodegenaración7,8. Si bien es cierto que el mecanismo preciso por el cual el VIH causa el SIDA

permanece sin ser elucidado, el VIH induce una dramática disminución de células T CD4+ que

conlleva a una severa alteración del metabolismo celular9 e inmunodeficiencia10,11,12. Durante la

infección activa una sustancial cantidad de virus es presente en varios de los fluidos corporales

con una importante utilización por parte del virus de diversos reservorios celulares (células T

CD4+ de memoria y "naive") y sistémicos (p. ej. El sistema nervioso central)13,14. En el plasma el

recambio de partículas virales es alto con la producción de alrededor de 109 partículas/día con

una vida media del virión de aproximadamente de 6 horas15,16. VIH es considerado que existe

como una población de distintas variantes o "cuasiespecies", pues la alta frecuencia de mutación

del virus (3 x 105 mutaciones/nucleótido/ciclo de replicación) acoplada a la alta tasa continua de

producción viral son la base sobre la cual descansa gran parte del reservorio de variantes dentro

de un mismo hospedante y el blanco fértil para la acción de la presión de selección17,18. Esta

revisión enfoca enteramente tres etapas básicas en la multiplicación del VIH: (1) Enlace a la

membrana de la célula huésped, (2) Genes regulatorios/accesorios de VIH-1 y (3) La reversa

transcriptasa de VIH -1

 
LA PARTÍCULA VIRAL

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), es un bien conocido ejemplo de cómo una

infección viral altera la homeóstasis celular y por ende la del huésped infectado. Los virus de la

inmunodeficiencia humana (VIH-1 y VIIH-2) y los virus de inmunodeficiencia simio (VISs) son los

agentes etiológicos del síndrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) en humanos y

primates, respectivamente19,20,21,22. HIV-1, HIV-2 y SIVs pertenecen a la familia Retroviridae, virus

del tipo ARN que requieren un intermediario ADN para replicación. Los retrovirus son un grupo

de virus isométricos envueltos de unos 90-140 nm de diámetro y que poseen dos tipos básicos

de arquitectura viral que se encuentran tanto en partículas inmaduras como en partículas

maduras. Al tipo 1 de arquitectura viral pertenece los tipos B, C, D y los spumaviridae, mientras

que los lentivirus y el grupo viral de la leucemia bovina/virus de la leucemia de células T

humana(VLB/VLTH) poseen una arquitectura del tipo 223. VIH posee cerca de 70 espículas/virión

sobre su envoltura lipídica26. Las espículas consisten de una molécula gp41 transmembranal que

interactúa no-covalentemente con una mólecula gp120 formando así una estructura oligomérica

de carácter trimérico27,28. La proteína de matrix (p17) delimita la membrana externa del virus de

su core interno en una estructura de simetría icosadeltahédrica, y similarmente a otros lentivirus,

la partícula madura de VIH contiene un core ribonucleoprotéico consistente en las proteínas p24



y p7/p625,29. Dos actividades enzimáticas se encierran en el core interno del virus, una actividad

reversa transcriptasa/Rnasa H (RT) y una actividad integrasa (IN). El enzima reversa-transcriptasa

permite replicar el genoma viral ARN utilizando un intermediario ADN y la actividad integrasa o

endonucleasa, la cual cataliza la integración de la doble banda de ADN proviral del genoma viral

en el interior del cromosoma huésped32. Los retrovirus contienen dos copias de un ARN de

simple cadena/positiva de 7-10 kpb de longitud localizados en el core interno del virión. En las

particulas maduras estas dos copias existen como un dímero unido no covalentemente ("kissing

loop dimer")24. Un esquema de una particula viral madura se muestra en la Fig. 1.

Fig.1. Organización de una partícula madura de VIH-1. La RNP es constituida por el core viral

(nucleocápside), la integrasa, la proteasa y la transcriptasa reversa(TR). Una reorganización

importante del interior del virión se produce gracias a un procesamiento proteolítico de la

proteína MA. Una nueva disposición geométrica de la proteína Ma esta asociada a la capacidad

infecciosa. El dímero de ARN genómico se encuentra condensado en la NC. Las glicoproteínas

de superficie (Gp120/gp41) se organizan sobre la envoltura viral.

VIH al igual que otros lentivirus de primates posee un genoma complejo de 9.7 Kb en la forma de

provirus y los genes estructurales retrovirales gag, pol, y env, flanqueado en las extremidades 5? y

3? por los LTR ("long terminal repeats"). Una aspartyl proteasa, el cual realiza el procesamiento

proteolítico de los productos poliprotéicos gag y gag-pol, es también codificada por el genoma

viral31. En adición a éstos genes, el genoma de VIH contiene varios genes suplementarios no

encontrados en la familia Retroviridae que codifican para proteínas denominadas auxiliares (Tat,

Rev, Vif, Vpr, Vpu y Nef) 5, 25. La fig. 2 muestra una representación esquemática del genoma viral,

su procesamiento y sus productos proteicos.



Fig. 2 Estructura genómica y procesamiento de las proteínas virales. La poliproteína meristilada

de 55 kD Gag está compuesta de los dominios MA (matriz), CA (cápside), NC (nucleocápside) y p6

(con actividad facilitadora durante la liberación de la partícula y responsable de la incorporación

de la proteína Vpr). Por acción de un corrimiento en el cuadro de lectura (frameshift) se produce

una proteína de fusión (Gag-Pol) de unos 160 kD que provee de las actividades enzimáticas, tales

reversa-transcriptas, RNasa H, proteasa. Las glicoproteínas de superficie (gp120 y gp41)son

producidas a partir de un precursor poliprotéico de 160 kD y traducido a partir del gen env. El

genoma de VIH codifica a su vez para varias proteínas accesorias denominadas Nef, Tat, Rev, Vif,

Vpr y Vpu.

 
UNA RESEÑA SOBRE EL CICLO DE VIDA DEL VIH

La Figura. 3 muestra los eventos claves del ciclo de vida del VIH. El virus inicia la infección por

enlace de la partícula viral al dominio extracelular de la gliciproteína CD4 y a miembros de la

familia de receptores de quimioquinas33, 34. Este evento es seguido por la fusión de la

membrana celular con la membrana viral en el cual la glicoproteina viral gp41 sufre rearreglos

conformacionales mayores facilitando la fusión misma en un mecanismo similar al de

Influenza35. Después de la liberación del core viral al interior de la célula, una actividad reversa

transcriptasa es detectada, siendo cebada por moléculas de tRNAlys336. Dicha enzima cataliza la

conversión del ARNsb genómico viral en una estructura ADNdb. Un evento de integración

prosigue al evento de retrotranscripción. Así, mediante la acción de una integrasa, codificada por

el virus, el ADNdb proviral es insertado al azar en el interior del cromosoma hospedante. Una vez

que el ADN proviral ha sido integrado al genoma huésped, el virus permanece en un estado

latente. Dicho estado dependerá básicamente en tres mecanismos: (1) una restricción inicial al

nivel de la transcipción proviral o iniciación, centrada en los LTR?s, (2) factores regulatorios de

transcripción celulares y (3) expresión de transcritos virales tempranos dependientes de

elementos regulatorios virales, tales como tat y Rev 37,38. Los fenómenos de reactivación,

replicación y desiminación requieren de la activación de la célula huésped a través de varios

factores (antígenos, mitógenos, citoquinas, entre otras)39. Los RNA?s virales son entonces

http://caibco.ucv.ve/caibco/vitae/VitaeCuatro/Articulos/Virologia/figura3.htm


sintetizados, procesados y transportados al citoplasma, donde son traducidos para producir las

distintas porteínas virales. Así, las proteínas del core viral, los productos génicos gag y pol,

ensamblan inicialmente dentro de nucleocápsides inmaduras, las cuales son procesadas por la

proteasa viral durante gemación de la partícula infectiva.

 
TRES EVENTOS EN EL CICLO DE VIDA DEL VIH

1. Enlace a la membrana de la célula huesped.

El gen env de VIH codifica para un único producto glicoprotéico, gp160, el cual es clivado para

producir dos productos, gp120 y gp4126. El virus enlaza a la superficie celular a través de una

interacción de alta afinidad (1-10 nm) entre gp120 y el receptor celular, CD440, 41, y un co-receptor,

miembro de las familias de los receptores transmembranales de quimoquinas42,43 con

afinidades 80-1000 nm34. Una buene parte de la actividad neutralizante en el suero proveniente

de pacientes VIH+ es dirigido contra las proteínas gp120 y gp4126. gp120 es una proteína

glicosilada, cuyos carbohidratos constitutivos contribuyen significativamente al enlace con la

molécula CD4. Por su parte, CD4 se distribuye en diversas poblaciones celulares, tales como

células T, macrófagos, células dendríticas y microglía43 y parece ser el principal elemento

receptor para VIH. Sin embargo, para VIH se han reportado ?como se indicó- al menos dos co-

receptores de quimoquinas, CXCR4 y CCR542, 43,implicados en la entrada del virus. CD4 enlaza

dentro de un bolsillo en la glicoproteína gp120 cuya area de contacto es de una extensión de ~

800 angstroms33. Una región adyacente a la sección "V3 loop", area altamente variable en la

glicoproteína gp120 y que tiene un rol en la determinación del tropismo y en la inducción de

anticuerpos neutralizantes44,45, parece contactar con el receptor CCR5 localizado sobre la

membrana celular 33. Polimorfismo para la molécula CCR5 implicado en resistencia a la infección

por el VIH ha sido reportado46. Así, la variante por delección, D 32, es presente alrededor de un 5%

de los individuos resistentes47. Por su parte, la molécula CXCR4 (llamado "fusina"), primer co-

receptor detectado para VIH48, es un receptor celular para el factor 1 derivado de células del

estroma (SDF-1). Diversos trabajos parecen indicar el rol de CXCR4 en infección por el VIH. Así,

una linea célular magacariocítica UT-7 CD4+ resistente a la infección devienen susceptible

después de transfección con el gen codante para CXCR449 y células neuronales CD4- son

suceptibles a la infección por el VIH por utilización de este receptor celular50.

Si bien la presencia de otros co-receptores potenciales ha sido reportada para VIH, su existencia

es aún controversial. Sin embargo, proteoglicanos heparan-sulfato (HSPG), receptores manosa,

receptores de adhesión de leucocitos, CD26, CD44, CD7 y galctosilceramida, han sido implicados

como medios de entrada para VIH34.

2. Genes regulatorios/accesorios de VIH-1

Como se destacó anteriormente, el genoma de VIH contiene los genes estructurales (gag y env)

y enzimatico (pol) cuya definición y organización es típica de la familia Retroviridae. Sin embargo,

ademàs de éstos genes característicos, el genoma de VIH codifica para proteinas regulatorias de



la expresión viral (Tat y Rev) como también proteínas "auxiliares" (Nef, Vif, Vpu y Vpr) con

funciones modulatorias de la expresión viral y de la patogénesis.

(2.1) tat.

Es el denominado gen transactivador. Dicho gen es un regulador positivo que incrementa la tasa

de su propia síntesis y la síntesis de todas las otras proteínas virales5. La proteína Tat tiene un

peso molecular de unos 16 Kda y toda su función transactivadora es localizada en la región N-

terminal de unos 72 amino ácidos, codificada por el primer exón51. La función de Tat es

dependiente de una secuencia específica de reconocimiento, Tar, localizada en la región 5? de

los ARN mensajeros virales (ARNm) en posición +1 y +45. Tat actua básicamente en la étapa de

elongación transcripcional utilizando varios cofactores celulares para su acción52. Así, un

complejo proteín kinasa celular llamado TAK (Tat-associated kinase) es capaz de fosforilar el

extremo COOH-terminal (CTD) de la ARN polimerasa II, pues una hiperfosforilación de esta

fracción estimula una eficiente elongación transcripcional. El componente kinasa del complejo

TAK, Cdk9, interacciona con la proteína Ciclina T (CycT) celular, la cual incrementa la afinidad de

la proteina Tat por Tar 30.

(2.2) rev.

El regulador de la expresión protéica viral, la proteína Rev (~ 18 kD), consiste de un dominio NH2-

terminal que (1) media enlace con una larga estructura ARN "stem-and-loop" de 234nt y

localizada en el intron env (llamada RRE ?Rev-responsive element-)54, (2) permite

multimerización Rev-Rev sobre un único ARN viral portando secuencias RRE55 y (3) posee

secuencias que determinan retención nuclear56. La región COOH-terminal con una secuencia

consensus para una señal de exportación nuclear (NES)57. Así, la proteina Rev facilita la

exportación de ARNm virales, unspliced (~ 9 kb) y parcialmente spliced (~ 4 kb), del nucleo al

citoplasma celular en cooperación con factores celulares, Exportina-1(XPO) y Ran guanosina

trifosfato30, .

(2.3) vpu.

Vpu, la proteína accesoria transmembranal de unos 16 kD, fue implicada en el eficiente

ensamblaje y gemación de la particulas virales51. Experimentos utilizando NMR (Resonancia

Magnética Nuclear) demuestran que la proteina Vpu forma discretos canales iónicos en bicapas

lipídicas, cuya actividad esta asociada al dominio helicoidal transmembranal de la proteína58.

Vpu interactúa a nivel del retículo endoplásmico (RE) con la molécula CD4 activando un

mecanismo de proteolisis mediado por un sistema proteosoma-ubiquitina30. Sin embargo,

experimentos de co-inmunoprecipitación demuestran que CD4 y Vpu también interactúan en la

superficie celular59, sugiriendo una posible inhibición de la actividad de Vpu por disrupción de

su estructura oligomérica.

(2.4) Gen nef.

Similarmente a Tat y Rev, el gen nef es expresado tempranamente durante replicación viral. Nef

es una secuencia altamente polimórfica. Nef parece ser un factor regulatorio negativo en la



expresión genética viral; así, mutantes nef ?defectivos parecen replicar más eficientemente que

aquellas particulas nef+ 60. Sin embargo, datos contradictorios han sido publicados61.

La proteína Nef es de unos 27 kD y contiene ácido mirístico al extremo NH2-terminal62. Nef

interactua con la molécula CD4 en la membrana plasmática promoviendo el enlace con el

adaptador AP-2 y el consecuente reclutamiento en clatrina-coated pits, siendo CD4, por tanto,

procesada por endocitosis63. Así, un mecanismo de "down regulation" se establece alterando el

tráfico de la molécula CD4, el cual parece ser un mecanismo utilizado por el virus para así

establecer un óptimo de producción viral30. Este eficiente mecanismo de regulación de la

expresión del receptor CD4+ parece necesitar de la actividad de tres proteínas virales: Env, Nef y

Vpu.

(2.4) vif.

La proteina Vif (factor de infectividad viral) (23 kDa) parece estar implicado en la eficiencia de

transmisión de la infección por el VIH-1. Así, partículas vif ?negativas son ineficientes en

infección64. Recientes hallazgos68 parecen indicar que partículas defectivas en vif son

ineficientes en elongación del ADN viral. La proteina Vif es fosforilada y regulada por la protein

kinasa MAPK65, kinasa activada por mitógenos. Vif posée un dominio básico, 90RKKR93,él cual

parece estar implicado -también- en la regulación del tráfico nucleocitoplasmático66. Por otro

lado, la proteína ha sido implicada en el ensamblaje e infectividad de la progenie viral. Así, la

poliproteína p55 (Gag) y Vif copurifican en complejos citoplasmáticos libre de membranas67, lo

que parece confirmar el aspecto de intermediario de ensamblaje de la proteína Vif.

3. La reversa transcriptasa de VIH ?1

Una actividad de transcripción del tipo ADN dependiente de ARN [transcriptasa inversa o

retrotranscriptasa (RT)] toma lugar en el citoplasma de la célula infectada después de la

penetración y decapsidación parcial de la particula viral68. Actividad retrotranscriptasa ha sido

detectada en sistemas diferentes a los retrovirus. Así tenemos que mitocondrias proveniente de

la planta Oenothera, los virus de hepatitis B, cauliflower mosaic virus y varias cepas bacterianas

poseen genomas que sintetizan para enzimas con actividad retrotranscriptasa3, 69, 70.

La retrotranscriptasa, VIH-1 RT, esta compuesta de dos subunidades de 66 kDa y 51 kDa

denominados p66 y p51, respectivamente71. La porción N-terminal de la subunidad p66 (de unos

440 aminoácidos) constituye el dominio polimerasa, y la porción C-terminal (de unos 120

aminoacidos) comprende el dominio RNasa H. Dicho dominio C-terminal envuelve la digestión

de la fracción ARN de la duplex heteropolimérica ARN:ADN generada por retrotranscripción en

fragmentos oligoméricos de unos 7 ? 13 nucleótidos de longitud72. Asimismo, la subunidad p51

corresponde al dominio polimerasa de la subunidad p66, pues la misma es generada por clivaje

proteolítico. Las dos subunidades tienen en común cuatro subdominios, los cuales son

denominados "fingers", "palm", thumb" y "connection" 73. El subdominio "palm" contiene

residuos de importancia en la actividad catalítica y su estructura plegada recuerda el

plegamiento de los dominios catalíticos de otras ARN y ADN polimerasas74. La actividad



retrotranscriptasa realizada sobre el ARN viral es cebada por una molécula de ARN de

transferencia, tARNLys y el ion preferencial es Mg2+ a unos 10 mM 24 .

Tres estudios recientes sobre la estructura cristalina de HIV-1 RT han aportado nuevas

perspectivas en los mecanismos moleculares que confieren la resistencia a ciertas drogas

antiretrovirales. Así, Jacobo-Molina et al. (1993)75 estudió por difracción de Rayos ?X un complejo

ternario de HIV-1 RT (Heterodímero p66/p51), un ADN patrón doble cadena de 19-bases/18-

bases:primer y un fragmento Fab de un anticuerpo monoclonal a una resolución de 3.0

angstroms. Kohlstaedt, L. et al. (1992)73 describieron la estructura cristalográfica de HIV-1 RT

acomplejada con el inhibidor "Nevirapine" a una resolución de 3.5 angstroms. Por último, Huang

et al. (1998)76 determinaron la estructura de un cristal de HIV-1 RT enlazada por crosslinking con

un ADN patrón: primer y un deoxynucleotide trifosfato (dNTP) a una resolución de 3.2 angstroms.

Numerosos protocolos de tratamiento para el SIDA incluyen análogos de nucleósidos

bloqueadores de la elongación de la cadena ADN viral [3?-azido-2?,3?-dideoxythymidine (AZT),

2?,3?-dideoxyinosine (ddI), y 2?-deoxy-3?-thiacytidine (3TC)] y a inhibidores de la RT no

nucleosidos [derivados del tetrahydrobenzodiazepine (TIBO) y la dipyridodiazepinone,

Nevirapine,Delavirdine] Tanto estudios teóricos como empíricos durante la infección de VIH

demuestran la alta tasa de recambio viral y la subsecuente emergencia de resistencia viral77.

Bien es cierto que el alto grado de variación en los diferentes aislados de VIH esta en relación

directa a la alta tasa de incorporaciones erradas de nucleótidos de la RT dado la ausencia de un

mecanismo 3? 5? -exonucleasa de lectura y corrección ("Proofreading") propio de las ADN

polimerasas18. La aparición de mutantes del virus resistentes a drogas puede emerger bajo la

presion selectiva generada por una terapia prolongada o un cambio de la misma. Así, ciertas

mutaciones puntuales en la estructura de HIV-1 RT parecen ser sufientes para inducir resistencia:

Lys65Arg, Lys70Arg, Leu74 Val, Gln151Met, Met184Ile/Val y Thr215Tyr/Phe77, 78.

 
CONCLUSIÓN

Los eventos moleculares que definen la exquisitez con la cual el VIH toma posesión de la

maquinaria celular nos sigue sumiendo en la admiración y la perplejidad. Hoy por hoy tenemos

conocimientos bastante precisos sobre la interacción temprana virus:célula, penetración,

decapsidación, retrotranscripción, integración, activación, ensamblaje y gemación de la partícula

viral infecciosa. Si bien hemos centrado la atención básicamente en tres de estos eventos claves

en la infección por el VIH, el conocimiento integral de todos y cada uno de los mismos es

prioritario para especificar una terapia efectiva y/o el establecimiento de una vacuna eficaz.
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