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Resumen

El Virus de la Inmunodeficiencia Humana tipo 1 (VIH-1) es un retrovirus complejo que codifica
15 distintas proteinas. Algunas de estas proteinas no son esenciales para la replicacion viral. No
obstante estas proteinas accesorias participan en diferentes estadios del ciclo viral, incluyendo la
regulacion de la replicacion, la infectividad y la salida viral. Los mecanismos por los cuales estas
proteinas accesorias orientan ciertos eventos virales y celulares y su interaccion con proteinas
celulares se ha convertido en un tdpico muy importante en investigacién. Esta revision expone
entonces como la conformacion estructural de las proteinas accesorias del VIH, Nef, Vpr, Vif y
Vpu estd relacionada con sus fenotipos putativos. Finalmente, nuestros resultados de previos
estudios serdn también presentados y discutidos a la luz de recientes desarrollos en el drea.
Palabras claves: VIH-1, Proteinas accesorias, Nef, Vpr, Vif, Vpu.

Abstract

Human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) is a complex retrovirus encoding 15 distinct
proteins. Some of these proteins are not essential for viral replication. However, these acces-
sory proteins participate in different stages of the viral cycle, including, regulation of the viral
replication, infectivity, and release. The mechanisms by which these accessory proteins drive
the viral and cellular events and their interaction with cellular proteins have become a very hot
topic in research. Thus, the present review exposes how the structural conformation of the HIV
accessory proteins Nef, Vpr, Vif and Vpu is related with their putative phenotypes. Finally,
our results from previous studies will also be presented and discussed in the light of the recent
developments in the field.
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ElSindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (sipa) es unaenfermedad caracterizada
porel deterioro del sistemainmunitario, de manera que las personas infectadas pueden
también ser afectadas por diversas enfermedades causadas por microorganismos lla-
mados oportunistas. El agente causal de esta enfermedad es un retrovirus clasificado
dentro del género de los lentivirus conocido como Virus de la Inmunodeficiencia
Humana (viH). Existen dos tipos de vin: el viH tipo 1 y el viH tipo 2.

Los retrovirus en general contienen tres cuadros de lectura abierta (conocidos por
sus siglas en inglés ORrF) bastante extensos que codifican para las poliproteinas Gag,
Pol y Env, las cuales constituyen la estructura del virién y representan el repertorio
enzimadtico viral. Los lentivirus, a diferencia de los otros retrovirus, se caracterizan
por poseer OrF adicionales que codifican por una serie de proteinas conocidas como
proteinas accesorias. La designacién de proteinas accesorias se deriva del hecho que
estas protefnas auxiliares no son indispensable para la replicacién viral y porque
mutaciones que afectan la expresién de estas proteinas no perturban la cinética
de replicacioén viral, al menos in vitro. Sin embargo, estas proteinas son capaces de
modular eventos importantes de la multiplicacién viral, inclusive in vitro. De hecho,
sus implicaciones a nivel de la patogénesis viral y de la progresién de la enfermedad
han sido demostradas. En fin, muchos fenotipos asociados a la expresién de cada
una de las proteinas accesorias, Nef, Vpr, Vif y Vpu, han sido reportadas (1). Debido
a la complejidad del vin y a los diferentes niveles de interaccién que pueden existir
entre estas protefnas, éstas serdn presentadas de una forma independiente para
comprender mejor sus funciones.

Proteina Nef

Esta proteina miristilada de 27 kDa se expresa de manera abundante en las etapas
tempranas de la infeccion (2). Nef ha sido asociada al mantenimiento elevado de la
carga viral in vivo. Esta asociacion ha sido detectada tanto para el caso del VIH como
para el virus de la inmunodeficiencia del simio (VIS) (3). El efecto de Nef es también
importante en la multiplicacién viral y la patogénesis ya que virus cuyo gen Nef se
encuentra defectuoso han mostrado un retardo considerable en el desarrollo de la
enfermedad en los individuos infectados (3, 4). El fenotipo asociado a Nef que ha
sido mejor caracterizado es la disminucién del receptor CD4 a nivel de la superficie
celular (5, 6). La endocitosis de CD4 a partir de la superficie celular permite evitar la
superinfeccién de las células por parte de los virus liberados. Por otra parte, puede
también aumentar la incorporacién de proteinas de la envoltura en los viriones, au-
mentando en consecuencialainfectividad viral (7). Otra consecuencia de laendocitosis
de CD4 es que mediante este mecanismo Nef también puede prevenir el fenémeno
de agregacion viral resultante de la interacciéon de CD4 con las glicoproteinas de la
envoltura expuestas sobre los virus nacientes (8). El mecanismo de endocitosis de
CD4 por parte de Nef es descrito como un reclutamiento de CD4 por Nef en la via
de vesiculas de clathrina mediante interaccién con el complejo de adaptinas. La
internalizacién de CD4 depende de la presencia en la regién C-terminal de la pro-
teina Nef de motivos basados en dileucinas que interactian con los complejos de
adaptinas (9, 10). La sensibilidad de CD4 a la internalizacién estd conferida por un
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motivo, igualmente basado en dileucinaslocalizado enla region citopldsmica de CD4
proxima a la membrana (11). Sin embargo, estudios ulteriores han indicado que este
motivo basado en dileucinas localizado en CD4 no es suficiente para la modulacién
de CD4 por parte de Nef y que una hélice alfa localizada en la cola citoplasmatica
de CD4 es también requerida (12). El efecto de Nef sobre la infectividad viral parece
actuar en sinergia con otra proteina viral, Vpu, ya que virus producidos en ausencia
de ambas proteinas presentan una disminucién en 20 a 30 veces en su infectividad
comparada con ésta del virus salvaje (13). Nef es capaz de interactuar y de unirse
en forma especifica a proteinas de la familia Src de la proteinas kinasas utilizando el
motivo Pro-X-X-Pro. La observacién de que este motivo es esencial para lograr una
proliferacién méxima del VIH en células primarias sugiere que la interaccién de Nef
con las Src kinasas puede ser responsable del aumento de la replicacién y de la infec-
tividad viral (14). Trabajos recientes han demostrado la existencia de una interaccién
de tipo funcional entre una mutante natural de Nef y la cola intracitopldsmica de la
proteina gp41 (15). Nef es capaz también de ejercer una regulacién negativa de los
receptores del complejo mayor de histocompatibilidad a nivel de la superficie de la
célula infectada, contribuyendo asi a los mecanismos de persistencia y de evasion
inmunitaria del virus (16, 17, 18). Es importante anotar que Nef modula la activacién
de los linfocitos tanto positiva como negativamente (19). En fin, la puesta en marcha
recientemente de un protocolo de purificacién de Nef en las condiciones naturales
dela proteina, usando heparina y cromatografia de afinidad, podria permitir futuros
estudios moleculares de la funcion de Nef (20).

Proteina Vpr

Esta proteina con un peso estimado de 14 kDa se localiza en el nticleo de la célula
después de la traduccién y se ha reportado que hace parte del complejo de pre-
integracién que importa el ADN viral recientemente sintetizado hacia el nucleo.
Por otro lado, la incorporacién de esta proteina en la particula viral a través de
su unién con la regién p6 del precursor Gag se requiere para infectar a las células
que no estan en divisién como es el caso de los macréfagos (21). En efecto, esta
proteina hace parte, junto con la integrasa, la matrix, la transcriptasa inversa, y
ciertas proteinas celulares, del complejo de preintegraciéon que importa al ADN
neosintetizado hacia el nicleo (22). Ademds, la ausencia de Vpr en la particula viral
reduce la eficacia de infeccién de las células que no estdn en divisién, como los
macréfagos (23). Es mds, la proteina Vpr incorporada en el virién detiene el ciclo
celular en el estadio G2, lo cual favorece la expresion de los genes dependientes del
llamado Long Terminal Repeat (LTR) y en consecuencia la replicacién viral en las
células que entran en divisién. Otro efecto secundario a la accién del Vpr sobre el
LTR es la transactivacién debida a Tat (24, 25).

Por otro lado, la proteina Vpr puede ser un agente causal de la depleciéon de
las células T CD4 mediante la induccién de apoptosis. Ha sido sugerido que Vpr
actda como un factor soluble secretado por las células infectadas que induce la
muerte de las células no infectadas. Algunos estudios muestran que Vpr induce
la permeabilizacién de la membrana mitocondrial con liberacién de factores
apoptoéticos tales como citocromo c y el Factor de Induccién de Apoptosis (AIF).
Vpr puede también actuar indirectamente sobre la mitocondria aumentando el
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nivel de la caspasa 9 implicada en la cascada apoptética (26). La permeabilizacién
de la membrana mitocondrial es inducida por una interaccién directa de Vpr con
el Traslocador del Adenin nucleétido (ANT) (27, 28).

Proteina Vif

Esta proteina con un peso estimado de 23 kDa se requiere para mantener la
infectividad de las particulas virales libres (29). No se ha observado que se requiera
cuando la infeccién se da directamente entre células. La importancia de la presencia
de Vif depende del tipo de célula en donde los virus son producidos, variando de
células no permisivas o semi-permisivas hasta las células llamadas permisivas. Es
posible que uno o varios factores al seno de las células permisivas puedan llevar a
cabo el rol de Vif (30, 31). Los viriones que se producen en ausencia de Vif presentan
alteraciones en su morfologia y una disminucién de las proteinas Gag y Pol. Lo
anterior indica la importancia que juega esta proteina en las etapas de ensamblaje
y /o maduracién viral (32). Por otra parte, ha sido demostrado que los viriones que
no expresan la proteina Vif, si bien ellos contienen cantidades normales de ARN
viral, son incapaces de llevar a cabo la sintesis de ADN proviral luego de la infeccién
de las células blanco. Este bloqueo de la sintesis proviral podria ser la consecuencia
de un encapsidacién anormal de la nucleocdpside, afectando en consecuencia la
decapsidacién y/o la transcripcién inversa (33).

Proteina Vpu

Vpu es una proteina de 16 KDa integral de membrana de tipo 1 sintetizada a partir
de un ArN bicistrénico y dependiente de Rev. Este mismo ArN codifica también para
la proteina de la envoltura viral. La proteina Vpu se encuentra exclusivamente en
los virus VIH-1 y en el VIScpz, un aislado de chimpancé, y ningtin gen similar ha
sido encontrado en el VIH-2 ni en el VIS (34, 35). Esta proteina de 81 aminodacidos
posee una region N-terminal transmembranal hidrofébica y una regiéon C-terminal
citopldsmica hidrofilica (36). Esta tdltima region posee dos estructuras en hélice a
que tienen una importancia funcional (37). Vpu puede ser fosforilada por la caseina
quinasa II a nivel de las serinas 52 y 56 (38).

Vpu posee dos fenotipos bien establecidos, los cuales tienen repercusiones muy
importantes en la biologia del vin: induccién de la degradacion de la molécula CD4
anivel del (Reticulo Endoplasmatico (rRe) y aumento de la salida viral a partir de la
membrana plasmadtica de las células infectadas.

Degradacion de la proteina CD4

El precursor de la envoltura, la poliproteina gp160, luego de su sintesis en el RE y
antes de ser seccionada en las proteinas gp120 y gp41, es casi siempre retenida dentro
de este organelo mediante interaccién con la molécula CD4. La proteina Vpu induce
la degradaciéon de la molécula CD4 que se encuentra asociada a la poliproteina
gp160 en el RE y de esta manera libera al gp160 para facilitar su transporte a la
membrana celular y su incorporacién en la particula viral (35). Ha sido demostrado
que Vpu puede inducir la degradacién de CD4 incluso en ausencia de Env y de
otras proteifnas virales.
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La degradacion requiere la colocalizaciéon de CD4 y Vpu en el RE y exige la
presencia de secuencias especificas localizadas en las dos moléculas. El andlisis
de mutantes de CD4 que presentan diferentes especificidades de unién a Vpu ha
demostrado que la sensibilidad de degradacién de CD4 depende de su capacidad
de ligar a Vpu (39, 40). Ensayos de inmunoprecipitaciéon han revelado que muta-
ciones que desestabilizan las estructuras en hélices a de CD4, localizadas en la
region citopldsmica proximal a la membrana afectan la interaccion CD4-Vpu (37).
La estimulacién de la degradaciéon de CD4 perece requerir también la regién trans-
membranal de CD4 (41).

Con respecto a Vpu, la regioén necesaria para unirse a CD4 e inducir su degra-
dacién se encuentra en el extremo C-terminal de la proteina. Dos hélices o localiza-
das dentro de esta region son esenciales para la degradaciéon de CD4 pero solamente
la localizada en posicion proxima a la membrana (hélice a I) estd implicada en
la interaccién entre Vpu y CD4 (37). Por otra parte, protefnas mutantes en uno u
otro de los dos sitios de fosforilaciéon (Ser52 y/o Ser56) son incapaces de inducir
la degradacion de CD4 a pesar de que su capacidad de interactuar con la region
citopldsmica de CD4 reste intacta (40, 37). Estos resultados sugieren que la
interacciéon Vpu-CD4 es esencial pero no suficiente para inducir la degradacién
de CD4. Finalmente, ha sido propuesto que la induccién de la degradacién de
CD4 por Vpu requiere la participacion de la via citosélica ubiquitina-proteasoma
ya que ella puede ser bloqueada por inhibidores del proteasoma (42). Margotin
y colaboradores han propuesto un modelo para la degradacién de CD4 basados
sobre trabajos realizados por este grupo y sobre observaciones precedentes. La
retenciéon de CD4 dentro del RE, debida a la formaciéon de complejos estables con
el precursor gp160, permite la interaccién de Vpu expresado dentro del RE con el
dominio préximo a la membrana de la regién citopldsmica de CD4. Vpu ligada a
CDA4 recluta a la proteina celular fTrCP hacia la membrana formando un complejo
que a su vez recluta la proteina Skplp, un factor de induccién hacia la protedlisis
mediado por la ubiquitinacién. La interaccién con Sk1p conlleva la ubiquitinacién y
la degradacién subsecuente de CD4 por la via del proteasoma. fTrCP y Skplp son,
entonces, componentes importantes de una nueva via de degradacién asociada al
RE e implicada en la protedlisis de CD4. Las secuencias de fTrCP implicadas en la
interacciéon con Vpu y Skplp son, respectivamente, los motivos denominados WD
y F-box. La secuencia de Vpu requerida para la interaccién con fTrCP comprende
las fosfoserinas 52 y 56 (43).

La induccién de la degradacién de CD4 por Vpu implica consecuencias impor-
tantes para la biologfa del Virus: trabajos realizados sugieren fuertemente que Vpu
es capaz de aumentar la infectividad viral mediante disminucién de la cantidad de
CD4 expresada a nivel de la superficie de la célula infectada y / o incorporada dentro
del virién. Esto favoreceria la incorporacién de Env dentro de la particula viral (8).
Sin embargo, trabajos realizados mds recientemente en los cuales se sugiere un efecto
positivo de la degradacién de CD4 por Vpu sobre la infectividad viral reportaron
no encontrar ninguna diferencia en la cantidad total de Env asociada al virién entre
los virus que no expresan Vpu y los Vpu-positivos. Se indicé que la acumulacién
de CD4 a nivel de la superficie de la membrana celular y su reclutamiento dentro
de viriones que no expresaban Vpu podria ejercer un efecto negativo sobre la
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infectividad viral debido a que estimula la formacién de complejos gp120-CD4
no funcionales en la superficie del virién. La degradacion de CD4 liberaria a la
glicoproteina Env de dichos complejos aumentando los niveles de glicoproteina
Env funcional en la superficie del virién y por ende la infectividad (10).

Por otra parte, esta funcién de Vpu podria contrarrestar un efecto de inhibicion
de CD4 sobre la salida viral dependiente de Vpu. La inhibicién de la salida viral
por CD4, es la resultante de una disrupcién de la estructura oligomérica de Vpu por
parte de CD4 localizada en la superficie celular (44).

Aumento de la salida viral

Ademas de su rol en la degradacién del receptor CD4, la molécula Vpu puede tam-
bién estimular la salida viral a partir de las células infectadas. Una consecuencia
bien conocida de esta funcién de Vpu es la reduccién de los efectos citopdticos del
virus, debido a una reduccién de la tasa de formacién de sincitia (45, 46). Si bien el
dominio transmembranal de Vpu es considerado como el determinante principal
del aumento de la salida viral, las bases moleculares para esta actividad son atn
controvertidas. El aumento de la salida viral por parte de Vpu ha sido relacionado
con su multimerizacién y con su capacidad de formar canales iénicos. Las primeras
hipétesis estdn basadas en la analogia con la proteina M2 de del virus de la Influ-
enza, la cual presenta una topologfa transmembranal similar. La proteina M2 del
virus de la Influenza es el modelo de canal iénico de origen viral mds estudiado (47,
48). Los estudios preliminares que muestran la formacién de canales iénicos por
parte de Vpu han sido efectuados in vitro mediante incorporacion de la proteina
purificada en bicapas lipidicas e in vivo mediante expresién en la E. Coli. En estos
experimentos fue demostrado también que Vpu era capaz de formar canales selec-
tivos para cationes tanto en las bicapas lipidicas como en la membrana plasmatica
de E. Coli (49). Experiencias paralelas con expresién de Vpu en oocitos de Xenopus
han permitido obtener informaciones adicionales (50). De otra parte, la utilizacién
de una proteina Vpu que contiene alteraciones en la secuencia correspondiente a
la region transmembranal elimina su capacidad de aumentar la conduccién, y un
péptido correspondiente a esta regién mostré una actividad de canal iénico (51).
Ademéds, estudios de simulacién estructural fueron utilizados para determinar las
configuraciones mds probables adoptadas por las hélices transmembranales (52).
Un modelo sugerido para la formacién del canal iénico es la adopcién de confor-
maciones en hélices a por parte del segmento transmembranal, que serdn luego
agrupados en hélices paralelas alrededor de un poro central (53). La asociacién de
la capacidad de Vpu para formar canales iénicos con su funcién de aumento de la
salida viral estd atin por confirmar. Es posible que Vpu o la interacciéon de Vpu con
otros factores celulares asociados a la membrana ejerzan este efecto de una manera
indirecta alterando el medio intracelular cerca delamembrana del reticulo endoplés-
mico o de la via de excrecién (51). De otra parte, Vpu podria aumentar u orientar
el ensamblaje de los componentes de la estructura viral dentro de microdominios
de la membrana celular donde es optimizado el proceso de ensamblaje. Recientes
evidencias indican que microdominios membranales resistentes a los detergentes,
llamados balsas lipidicas, podrian actuar como puntos convergentes para la envol-
tura viral y la proteina Gag (54).
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La accién de Vpu parece ser relativamente no especifica, ya que Vpu es también
capaz de promover la salida de otros retrovirus, ademads del vit (36, 55). El aumento
de la salida viral es un mecanismo que no requiere la presencia de Env ni de CD4.
En cambio, este efecto es bloqueado cuando Vpu es retenido en el reticulo endop-
ldsmico. Estos resultados sugieren que las dos funciones biolégicas de Vpu (induc-
ci6on de la degradacion de CD4 y aumento de la salida) son independientes y tienen
lugar dentro de compartimientos diferentes de la célula (56, 38). De otra parte, ha
sido demostrado que la funcién de la salida viral es dependiente de la linea celular
utilizada (57) y del estatus de proliferacion celular. De hecho, ha sido sugerido que
una salida viral eficaz en células que no estén en crecimiento requieren la presencia
de Vpu, mientras que en células en proliferacion activa esta funcién de Vpu no
es observada (58). En ensayos realizados por nosotros hemos determinado que el
efecto de Vpu sobre la promocién de la salida viral no solamente es dependiente de
la linea celular sino que puede ser diferente en clones celulares de stocks de células
derivadas de la misma linea celular. En tres clones celulares derivados de la linea
linfocitaria humana Jurkat observamos un efecto de Vpu diferente en cada uno de
ellos, yendo de un efecto apenas observable hasta un incremento en mds de tres veces
enla producciénviral, pasando por un fenotipo intermedio en el tercer clon estudiado
(59). Finalmente, andlisis estructurales y funcionales de la regién transmembranal
de Vpu demostraron que ésta contiene secuencias responsables del aumento de la
salida viral (60).

De nuestra parte, hemos determinado la existencia de una interaccién de tipo
funcional entre la proteina Vpu y las sefiales de polarizacién/endocitosis localizadas
en la region intracitoplasmadtica de la glicoproteina gp41 que determinan la salida
basolateral del virus a partir de las células epiteliales infectadas y hacia un polo de-
terminado en linfocitos infectados. Esta interaccion es puesta en evidencia gracias
a la modulacién diferencial de la infectividad viral por la sefial de polarizacién/
endocitosis segtin la presencia o ausencia de Vpu. Esta modulacién se manifiesta
por un aumento de la infectividad viral por parte de Vpu en aquellos viriones que
poseen una mutacién en la sefial de polarizaciéon/endocitosis. En aquellos virus que
poseian la misma mutacién pero que no expresaban Vpu no se observé este aumento
de la infectividad comparados con el virus salvaje. El aumento de la infectividad se
encontré asociado con un aumento de la incorporacién de las glicoproteinas de la
envoltura en los viriones (61).

En fin, muchassonlas caracteristicas y comportamientos delas proteinas accesorias
del VIH-1 que atinno hansido dilucidadas y que merecen ser estudiadas mds de cerca
con el fin de utilizar esta informacién para dirigir esfuerzos en la implementacién
de terapias contra la progresion de la enfermedad.
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