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Resumen (espafiol)

El virus de la inmunodeficiencia humana-1 (VIH-1) es uno de los agentes infecciosos mas estudiado en las ultimas tres
décadas, lo que ha permitido un avance en la profundizacidon en sus mecanismos patogénicos y extrapolarlos al de otras
enfermedades virales, sin embargo y a pesar de los avances en este campo aun existen muchas interrogantes por resolver,
en especial aquellas que estdn asociadas con la evasidn de la respuesta inmune y en el papel de las proteinas accesorias
como Nef. En esta revision se abordaran los aspectos mas recientes de la inmunopatogenia de la infeccién y ademas el
papel de Nef como modulador de la respuesta inmune basados en sus dominios funcionales.
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Abstract (english)

Human immunodeficiency virus-1 (HIV-1) is one of the most studied viruses during the past three decades, their
characterization has allowed to deepen in their pathogenic mechanisms and extrapolate to other viral infectious diseases,
however their pathogenic mechanisms, and the knowledge of immune system dysfunction, remain unclear yet. Despite of
the advances in this field there are still many unanswered questions, especially those that are associated with the immune
response evasion mechanisms and the role of accessory proteins, such as Nef. In this review we show the most recent

findings of the immunopathogenic mechanism of the infection and the role of Nef as a modulator of the immune response
based on their functional domains.
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Introduccién expresan tanto CD4+ y CCR5+, receptores necesarios

para que el virus logre interiorizarse, por lo que

. . . rincipalmente los linfocitos los
Durante la infeccion por el virus de Ia P P y

inmunodeficiencia humana-1 (VIH-1) se generan
eventos complejos en el que se ven afectados los
elementos de la respuesta inmune del hospedador
tanto innata como adaptativa. La infeccidn inicial
puede concretarse fundamentalmente en células que

monocitos/macréfagos son los mas susceptibles en las
primeras etapas de la infeccion (1). Los modelos
actuales sugieren, que el primer foco de infeccién lo
forman los linfocitos T CD4+ CCR5+ ubicados en la
mucosa por donde entrd el virus. Seguidamente, la
reaccién inflamatoria secundaria a su entrada recluta
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nuevas células que pueden infectarse y extender la
infeccion a otros microambientes. Eventualmente,
algunos de los linfocitos infectados abandonan la
mucosa y se dirigen a los nddulos linfoides, donde
pueden aislarse células infectadas unas 48 horas tras el
contacto inicial (2). A través de la via linfatica el virus
se disemina también a multiples 6rganos, donde en
cuestiéon de una a dos semanas comienza a replicarse
activamente, provocando una viremia importante y en
ocasiones, las manifestaciones agudas inespecificas de
la infeccidon, asi como un descenso importante en los
niveles de linfocitos T CD4+, sobre todo los
encontrados en las mucosas; probablemente debido a
la lisis directa de los mismos, constituyendo esta la
fase de expansion (2, 3). Tanto en la fase aguda con en
el estadio crénico de la infecciéon se ponen en juego
numerosos mecanismo comandados por un lado por el
sistema inmunitario del hospedador y por el otro por
propio virus. El primero busca controlar Ia
diseminacidon viral y controlar la infeccién, mientras
que el segundo, para tratar de evadir la respuesta
efectora del hospedador, enfrentamiento que en la
gran mayoria de los casos el virus logra vencer, ya que
el virus se vale de multiples mecanismos para evadir la
respuesta inmunitaria, gran parte atribuidos a las
proteinas accesorias, dentro de las cuales la mas
resaltante es Nef del VIH-1. En esta revision se
abordaran lo aspectos mas actuales de Ia
inmunopatogenia de la infeccién por VIH y el papel de
Nef como una de las proteinas adaptadoras mads
importantes de VIH-1 y su funcién en la regulacién de
la respuesta inmune.

¢éCudles son sus mecanismos de entrada? y
écomo se establece el primer contacto con las
células del hospedador?

Usualmente, el primer contacto se establece a
través de las mucosas y si bien cualquier mucosa es
una puerta de entrada potencial, se considera que la
anal y la vaginal son las mas importantes en individuos
adultos, mientras que la oral y la gastrointestinal lo
son en nifios (2, 4). El modelo mas estudiado es la
entrada del virus en la mucosa vaginal (2), pero en
general se ha concluido que la eficiencia de
transmisidon en este territorio es baja, requiriendo
dosis infectantes bastante altas (5). Esta resistencia
puede deberse en parte a la presencia de moco
cervical, capaz de detener mecanicamente los viriones
infectantes, y a las altas concentraciones de
inmunoglobulinas y otras sustancias microbiocidas
presentes en la mucosa vaginal (6). lgualmente
importante es la gruesa capa epitelial que suele tener
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la vagina de las mujeres en edad reproductiva y que
dificulta el acceso del virus a sus objetivos celulares,
ubicados por lo general en capas mas profundas, de
hecho las mujeres que han sido sometidas a
histerectomia son mas susceptibles a la infeccién por
adelgazamiento de la mucosa vaginal (2). Sin embargo,
todos estos elementos sufren cambios ciclicos
dependientes del nivel hormonal, que pueden
modificar la efectividad de la mucosa para repeler la
entrada viral (7).

Independientemente de las caracteristicas
hormonales, se ha observado que tras unos 60
minutos los viriones suelen ser capaces de atravesar la
capa de células escamosas, asociandose a la superficie
de células dendriticas (DCs) o células de Langerhans
(LC) (2) a través de su interaccién con diversos
receptores:  “Dendritic  Cell-Specific Intercellular
adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin” (DC-SIGN
0 CD209) en las DCs o CD1lay HLA-DR en las LC (8-10).
Estos receptores permiten la formaciéon de vesiculas
gue contienen los viriones, que si bien no infectan a las
DC, tampoco son degradados de manera efectiva (11).
La resistencia de las DCs al VIH-1 se explica en parte
por la alta produccién de “SAM domain and HD
domain 1” (SAMHD1), una fosfohidrolasa que degrada
los desoxinucleotidos (dNTP) celulares, limitando la
capacidad de sintesis de la transcriptasa inversa viral
(12).

Tradicionalmente se ha aceptado que estas
células movilizan los virus hasta zonas profundas de la
mucosa, donde favorecen el contacto con los linfocitos
TCD4+ (9). Sin embargo, se considera que algunas
células T CD4+, CCR5+ de memoria, residentes en el
epitelio pudiesen ser infectadas directamente,
particularmente en situaciones que favorezcan la
movilizacidn de las mismas a las capas epiteliales mas
superficiales, tal como ocurre en las primeras etapas
de la infeccion por el VIH-1 o en pacientes con
coinfecciones otras enfermedades de transmisién
sexual (ITS) (13). Esta etapa inicial de siembra en la
mucosa intestinal y sitio de suministro viral, permite la
amplificacién de la infeccidn en etapas iniciales en la
que el virus debe evadir la respuesta inmunitaria para
evitar su erradicacién, de elevada replicacion a nivel de
las mucosas para lograr amplificarse, pero con baja
deteccidn sistémica, constituye la fase de eclipse de la
infeccién aguda (3) y juega un papel fundamental en el
establecimiento de los reservorios virales (14) .

é¢Como ocurre la infeccion de los linfocitos T
CD4+?

La internalizacion es favorecida por la
formacién de la sinapsis inmunoldgica (IS), formada
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entre la célula presentadora de antigenos (APC) y el
linfocito T, y en la que participan multiples proteinas,
siendo particularmente importantes las proteinas
virales gp120 (superficial) y gp4l (transmembranal)
qgue en conjunto forman la glicoproteina de envoltura
(Env), estableciendo en reposo un complejo trimérico
en el que el dominio de fusién de gp4l no se
encuentra expuesto (15, 16). Durante el contacto
entre la APC y los linfocitos T CD4+CCR5+, gpl20
interactua con integrinas que favorece la unién de la
LFA-1 linfocitaria con las ICAM-1 de la superficie de la
APC, acercando ambas células hasta un punto en que
pueden darse las interacciones entre gpl20 con el
complejo CD4 y correceptores como CCR5 o CXCR4 (9,
17). Especificamente la regién V3 del bucle de gp120,
interactia con el segundo bucle extracelular de
cualquiera de los dos correceptores, lo que finalmente
permite que los dominios C1, C2 y C4 de gp120 entren
en contacto con la regién N-terminal del correceptor
(18). Secundario a esto, se desencadenan cambios
conformacionales en gp41, exponiendo un dominio de
fusion en su extremo N-terminal que se inserta en la
membrana linfocitaria y tras la unién del segmento C-
terminal al complejo, se alcanza un estado un estado
conformacional energéticamente favorable que
permite la fusion de la membrana celular con la
envoltura viral y la interiorizacion del virus (15). Este
proceso en el cual una célula con el virus en su
superficie pero no infectada e infecta a otra se conoce
como infeccién trans (19).

Es importante destacar que un proceso similar
al descrito anteriormente, pero desarrollado entre un
linfocito T infectado y otro sano ha sido observado in
vivo e in vitro (19). El mecanismo es similar e implica la
formacién de una estructura analoga a la IS llamada
sinapsis viral (VS) para cuya formacion se secuestran
los mecanismos de transporte citoesqueleticos de la
célula infectada, enriqueciendo una zona particular de
la membrana con altas cantidades de las proteinas
virales Env y y Gag. Paralelamente, la zona de la
membrana de la célula receptora que forma parte de
la VS expresa grandes cantidades de CXCR4 y CD4 (20).
A pesar de ser similares estructuralmente, la ISy la VS
no son iguales. Entre las diferencias mas importantes
destaca el hecho de que los viriones deben
ensamblarse antes de poder ser transferidos por la VS,
proceso para el cual es vital la interaccion entre el
dominio MA de Gag y el dominio citoplasmico de Env;
igualmente a diferencia de la IS, las interacciones con
los correceptores no son necesarias para la
transferencia de los viriones, aunque si para la
correcta fusion de la membrana celular con la
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envoltura viral y la infeccién exitosa del linfocito
receptor (20).

Si bien es cierto que la interiorizacién puede
estar mediada tanto por CCR5, como por CXCR4, las
cepas que utilizan el primero (R5) son mds importantes
en las etapas iniciales y crénicas de la infeccién, de
hecho la integridad de este correceptor es tan
importante en el desarrollo inicial de la infeccién que
los individuos homocigotos con la mutacién CCR5A32,
y pacientes infectados que han recibido trasplantes de
individuos con la misma han demostrado una
importante resistencia a la infeccion y un control a
largo plazo de esta, respectivamente. Igualmente la
produccion de ligandos de CCR5, como RANTES (CCL5),
MIP-1a y MIP-1B se relaciona con bloqueo de Ia
entrada de los virus a la célula. Por otro lado, en entre
un 40 y un 50% de los pacientes infectados, el
progreso a las etapas tardias de la enfermedad va
precedido de un cambio en la especificidad de
correceptor, apareciendo viriones que se unen
preferentemente a CXCR4 (X4) o a ambos (R5X4). Este
cambio, aumenta el tropismo de los virus a mas tipos
celulares y por tanto se asocia a una progresién mas
agresiva de la enfermedad (18).

Algunas variantes virales con mutaciones en
las regiones V3 de gpl120 pueden ademds emplear
correceptores distintos como: CCR1, CCR2b, CCR3,
CCR8, CX3CR1, CXCR6, FPRL1, GPR1, GPR15, APJ,
STRL33 y D6 (21). Si bien no se conoce con exactitud el
rol que estos receptores juegan en las infecciones por
VIH, se ha evidenciado que mutaciones en el CCR5 de
algunas especies de simios, generan cambios en el SIV
que lo llevan a emplear estas proteinas al momento de
la internalizacién (18)

é¢Como es el enfrentamiento entre el virus y los
componentes de la respuesta inmunitaria del
hospedador?

Es probable que la formacidn de VS juegue un
rol importante en la rapida distribucién organica del
virus (20). Eventualmente comienza la fase de
contencion en la que se desarrolla una respuesta
especifica contra el virus, mediada principalmente por
linfocitos TCDS, produccion de citokinas
proinflamatorias y anticuerpos neutralizantes que
controlan momentaneamente la infeccion (3, 22).

Los anticuerpos son parcialmente
importantes, evidenciandose que en
aproximadamente un 20% de los pacientes infectados,
la mayor parte se unen a los dominios de unién de
gp120 con el CD4 y a pesar de poder bloquear
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parcialmente la entrada de viriones libres a las células,
son insuficientes para contener la infeccidn, debido a
la presencia de barreras fisicas y cinéticas que
aparecen en las sinapsis inmunoldgicas y virologicas,
asi como a la alta mutagenicidad y flexibilidad de las
proteinas Env (19). De manera similar, una vez
infectadas las células, el virus sigue evadiendo su
activacién inmunitaria; tal como se describid
anteriormente, un gran porcentaje del ADN producido
por la transcriptasa inversa se mantiene a nivel
citoplasmico (23), expuesto a los distintos receptores
intracelulares que deberian captarlo y disparar entre
otras cosas, la produccion de IFN de tipo I. Sin
embargo, esto no ocurre, debido en parte a la
capacidad que tiene el virus de estimular la actividad
de una exonuclease citosolica conocida como TREX], la
cual digiere el exceso de ADN viral citoplasmico
incapaz de unirse a la integrasa viral, reduciendo asi su
concentracion hasta niveles incapaces de estimular
una respuesta inmunitaria (24).

Paraddjicamente, el VIH manipula Ia
respuesta innata y adaptativa de manera tal, que
condiciona una activacién crénica y extensa de la
respuesta inmunitaria, pero asegurandose de que la
misma sea poco efectiva en su control. Es esta
activacion la que caracteriza la fase crénica de la
infeccion y la que termina agotando el sistema inmune
del hospedador, provocando el desarrollo del
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) (25).
Entre las evidencias que reflejan el papel de esta
activacion crénica en la patogenia del SIDA se incluyen
la elevada sintesis de citokinas pro inflamatorias como
IFNa y TNFa durante la infeccion, el aumento en la
fraccién de linfocitos T CD8+ activados que expresan
CD38+ (26) o el estado generalizado de estrés
oxidativo asociado a la infeccidn (27). Estd claro que el
estado de sobreactivacidén y no los efectos citopaticos
directos del virus, lo que finalmente condiciona el
marcado descenso en las poblaciones de linfocitos T
CD4+. Evidencias de esto se encuentran en la
progresion mas lenta del SIDA en pacientes con
infeccion por el VIH-2, que a pesar de tener una
capacidad citolitica idéntica a la del VIH-1, induce una
activacion mucho mds débil de la respuesta inmune
durante el transcurso de la infeccion. De manera
similar, se ha observado que la infeccion por SIV en
especies de primates que no desarrollan una respuesta
inmune efectora intensa, son mucho mas benignas
gue en especies con altos niveles de activacion, aun
cuando en ambos casos se observan altas cargas
virales (26).

Durante este enfrentamiento, las células NK
componentes de la inmunidad innata se ven afectadas
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durante la infeccién por el VIH-1, adn cuando no son
infectadas activamente por el virus, provocan un
control inadecuado tanto de los linfocitos T CD4+
infectados por el propio VIH, como de otros grupos
celulares afectados por multiples agentes infecciosos o
por el desarrollo de tumores (28). Estos cambios se
deben a una importante expansién de un subtipo de
células NK altamente anérgicas identificadas por ser
CD56neg, probablemente originadas como
consecuencia del estado de inflamacién crénico
asociado a la enfermedad y la consecuente
estimulacion inadecuada de sus precursores, mas que
por su infeccion directa por el VIH (28).

La respuesta citotdxica mediada por linfocitos
T CD8+ tampoco es efectiva para controlar la infeccidn,
debido a que van enfocadas a un grupo muy estrecho
de células infectadas que expresan epitopes
inmunodominantes, lo que favorece el escape viral al
infectar otros linfocitos ignorados por los CD8; por
otro lado, la activacion inmunitaria crénica termina
agotando la respuesta dependiente de CD8 vy
finalmente, el correcto funcionamiento de este grupo
celular depende de la indemnidad de los linfocitos T
CD4+, que son los mas drasticamente afectados por el
virus (29).

Como se menciond anteriormente, el
incremento en los niveles de ROS es otro de los
factores asociado al estado de activacién crénica del
sistema inmune durante, y se ha demostrado ademas
gue es capaz de incrementar la tasa de replicacién del
virus (30), en parte por estimular la produccion de NF-
kKB, factor de transcripcion necesario para su
replicacion y asociado también a la expresion de
multiples citokinas proinflamatorias (31). El aumento
en la produccion de ROS en pacientes infectados por
VIH ocurre en neutrdfilos (32), monocitos (33), células
endoteliales (34), hepatocitos (35), y se ha relacionado
con un incremento en la peroxidacion lipidica, el dafio
membranal y la reduccion en la actividad de la SOD,
glutation-peroxidasa y otras enzimas antioxidantes.
Todos estos mecanismos terminan induciendo la
apoptosis de multiples lineas celulares, entre ellas los
linfocitos T CD4+ (31). Entre las proteinas virales que
pudiesen inducir este estado de estrés oxidativo
destacan gp120 y Tat. Gp120 ha demostrado ser capaz
de favorecer la produccion de ROS en el SNC,
mediante vias dependientes de CPY y NOX,
conduciendo a dafio en la barrera hematoencefalica y
a muchas de las manifestaciones neuropsiquiatricas
que aparecen en pacientes con SIDA (31), mientras
gue tat modula la expresion de Nox2 y Nox4 en
incrementa la produccién de ROS en las microglias
(36). Nef-VIH-1, es un importante factor de virulencia
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del VIH que también ha demostrado ser capaz de
inducir produccién de ROS y serd discutido mas
adelante.

Otro de los eventos que favorecen el estado
de activacion crénica del sistema inmune, es el
aumento en la translocacién de productos bacterianos
como los LPS a través de las mucosas, secundario a la
marcada destruccidon de linfocitos T CD4+ Th1l7 que
ocurre en este micromabiente (37-39). Estas células
secretan IL-17 y otras sustancias vitales para el
mantenimiento de las barreras mucosas (40). Estudios
recientes sugieren que las células Thl7 son mas
susceptibles a la infeccién por cepas tanto R5 como X4
de VIH, pues los pacientes infectados sufren una
deplecién mucho mayor de este subtipo de linfocitos
qgue de otros como los Thl. Entre los mecanismos que
explican esta susceptibilidad estad la mayor expresion
de integrinas a4B7, CD4 y CXCR4 en presencia de IL-1B
e IL-23, interleukinas necesarias para el desarrollo de
la polarizacidon de la respuesta hacia el patron Thl7.
Igualmente, aunque la expresion de CCR5 es igual en
este subgrupo a como lo es en otros, la produccion de
sus ligandos es escasa, especialmente MIP-13 y MIP-
la, que en contraste son producidos por casi un 50%
de los linfocitos Th1 (41). Otro mecanismo que pudiese
favorecer la deplecion de células Th-17 es la expresion
de IDO1 por las APC en presencia de infeccion por VIH,
pues uno de los metabolitos de esta enzima, el acido
3-hidroxiantranilico ha demostrado ser capaz de
invertir la relacién Th17/Treg por mecanismos aun
desconocidos (39).

Aparte de esto, algunos linfocitos T CD4+
infectados no permiten el desarrollo de una infeccién
efectiva en su interior, siendo capaces de detener el
proceso de replicacidon del virus en las primeras etapas
de la transcripcién inversa. Se considera que esta
resistencia podria estar relacionada con niveles
particularmente altos de SAMHD1, tal como ocurre en
las DC (42). El desarrollo incompleto del virus
probablemente previene una activacion eficaz de
TREX1, permitiendo que el poco ADN viral que logra
sintetizarse dispare la produccién de IFN tipo |,
mediante la activacion de IFI16, un sensor de ADN
citoplasmico (43). Las proteinas virales gp4l y gp120
también han demostrado capacidad para fomentar la
fusion de las membranas de las células infectadas,
condicionando la formacion de sincitios y la puesta en
marcha de cascadas mitocondriales y citoplasmicas
que activan vias apoptodticas dependientes tanto de
caspasas como de p53 (44). Todos estos mecanismos
terminan contribuyendo a la importante deplecién de
linfocitos TCD4, lo que eventualmente lleva al
desarrollo del SIDA.
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éCual es el papel de Nef en la
inmunopatogenia de la infeccion?

Nef es una de las proteinas accesorias mas
importantes del VIH-1, es indispensable para la
replicacidn viral y juega un papel fundamental en la
inmunopatogenia de la infeccion y el desarrollo del
SIDA (45, 46). La pérdida de la funcion de Nef genera
un retardo o la no progresion hacia la fase SIDA (47),
sin embargo sus mecanismos aun no estan del todo
comprendidos. Nef VIH-1 es una proteina
multifuncional de 27-35 kDa, miristilada, codificada
por los lentivirus de primates (VIH-1, VIH-2 y SIV),
requerida para la patogenicidad del virus. Aunque Nef
no tiene actividad enzimatica intrinseca, se ha
evidenciado que su capacidad de modular la respuesta
inmune se debe principalmente a su funcién de
proteina adaptadora que le permite establecer
interacciones con multiples vias de sefalizacion. Su
distribucion subcelular es principalmente
citoplasmatica aunque parte de ella es reclutada a las
membranas celulares, lo que le permite interferir con
multiples rutas de sefializacién (45).

Dentro de las primeras funciones descritas y
mejor caracterizadas que directamente estan
involucradas en los mecanismos de evasién de la
respuesta inmunitaria, esta la disminucion de la
expresion de la molécula de histocompatibilidad de
clase | (MHC-l), el reciclaje y endocitosis del receptor
CD4, y la activacién y formacion del complejo con 21-
activated protein kinase 2 (PAK2) (48). Llas
consecuencias de estos efectos son: 1) Al reducir la
expresion de MHC-I, interfiere con la respuesta
citotoxica del hospedador (49, 50), 2) Al disminuir la
expresion de CD4 en superficie (51), incrementa la
produccion y gemacidon de las particulas virales (52) y
3) Al establecer su interaccidn con PAK2, incrementa la
activacion celular y como consecuencia la replicacién
viral (53).

Las actividades de Nef no se restringen a estas
funciones, recientemente se ha demostrado su
participacion en otras vias de activacion celular. Nef no
solo es capaz de inducir cambios funcionales en los
linfocitos T CD4+, sino también puede modular a los
elementos de la inmunidad innata afectando sus
funciones y acentuando el compromiso de la respuesta
inmune durante la progresion de la enfermedad (27,
54). Como se menciond anteriormente, uno de los
eventos que estan asociados con la activacién crénica
del sistema inmune es la excesiva produccién de ROS,
recientemente Nef ha sido implicado en Ia
reorganizacion de componentes del complejo NADPH
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oxidasa en los polimorfonucleares y es capaz de
establecer una interaccion directa con p22-phox uno
de los componentes del complejo NADPH oxidasa;
pudiendo relacionarse con el incremento en la
produccion de ROS descrito en estas células frente a la
infeccion (55, 56). Ademas, también afecta la actividad
funcional de monocitos/macrofagos y astrocitos,
ejemplo de ello es que Nef modula la supervivencia de
macréfagos infectados (57), la migracién de monocitos
(58), la disminucion de la expresion de MHC de clase Il
en las APC (59), y la inhibicidn de la autofagia (60), e
incrementa la liberacion de IL-6 e IL-8 en los astrocitos,
a través de la activacion de las MAPK y PI3K, evento
relacionado con la demencia asociada a la infeccidon
por VIH-1 (61).

En los linfocitos T Nef puede incrementar la
expresion de Foxp3 en las células infectadas
favoreciendo y el desarrollo de una respuesta
supresora al incrementar la diferenciacion de células T
reguladoras (Treg) (62). Adicionalmente, puede inhibir
la expresion de una de las principales moléculas co-
estimuladoras como CD28, lo que potencia la aparicion
de una respuesta efectora de tipo regulador (63).
Como se explicé anteriormente, como parte del ciclo
de replicacion viral la gemacién de las particulas viral
es requerida para infectar nuevas células blanco, para
ello se requiere que Nef ademds de disminuir la
presencia de CD4 en la superficie de la membrana
donde se esta llevando el proceso de gemacidn,
también necesita reducir a los correceptores de
guimiocinas, tales como CCR5 y CXCR4 y favorecer el
secuestro en compartimientos intracelulares de la
teterina (64, 65), todos estos eventos incrementan, la
tasa de gemacidn, la infectividad y hace la difusion
viral mas eficiente del VIH-1 (66).

Durante el proceso de transferencia de
particulas virales la formacion de exosoma vy
nanotubulos contribuyen a hacer mas eficiente la
infeccion de células vecinas. Estudios recientes indican
que Nef esta involucrado en la formacion de los
exosomas, por su asociacion con una familia de
proteinas encargadas de modular la exocitosis,
conocidas como: EXOC1, EXOC2, EXOC3, EXOC4, y
EXOC6, que es un complejo octamerico encargado de
la unidn de las vesiculas a la membrana plasmatica, y
gue ademas regula la polarizacion de la exocitosis y la
formacién de los nanotubulos,  estructuras
fundamentales para la transferencia viral (67). La
modulacién de la maquinaria exocitica incluye ademas
interaccién con miembros del polycomb vy la
mimetizacion de las sefiales de las integrinas, a través
de la fosforilacion de paxilin, mediado por el
reclutamiento de PAK2 y activacion de ERK1/2. Todos
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estos eventos conducen a la formacion del complejo
denominado NAKC o complejo de proteinas asociadas
a Nef, que participan en el transporte y liberacién de
los exosomas o de vesiculas extracelulares y traslado
de Nef a los raft lipidicos (68).

¢éCudles son los principales dominios
funcionales de Nef?

En general, Nef contiene varios dominios y
motivos estructuralmente importantes (ver figura 1):
a) un dominio de miristilacion; b) un dominio de
poliprolina de unién a dominios SH3; c) dos dominios
de union a PAK2 y d) un dominio de dimerizacion.
Adicionalmente, Nef  contiene una porcién
transmembrana que incluye una region conservada del
core y un asa C-terminal flexible que es clivada
después de su anclaje a la memebrana (69). Todas
estas porciones y secuencias han sido asociadas con
funciones moduladoras e involucradas en su
interaccidn directa con proteinas del hospedador (ver
tabla 1), dentro de los que se pueden resaltar: 1) En la
porcidn N-terminal el residuo de miristilacion de Nef
constituido por la secuencia MGxxxS 1-6 es requerido
para su asociacion con las membranas celulares (70) y
los rafts lipidicos, y se cree que esto esencial para gran
parte de sus funciones efectoras (71); sin embargo, no
todo Nef se encuentra en la membrana, hay también
una cantidad significativa citosdlico, por lo que es
probable que tanto las formas miristiladas, como
citosdlicas contribuyen con su actividad bioldgica (64);
2) El motivo hidréfobo compuesto por W13, V16, y
M20 interactia con la proteina mu-1A, que es una
subunidad de AP-1, y estd involucrado con la
disminucion de la expresion de MHC-I (72); 3)
Seguidamente hay otra secuencia CAWLEA 55-60, que
corresponde a un sitio de reconocimiento para la
proteasa viral, quien escinde la porcidn amino terminal
generando una isoforma soluble de Nef (73), 4) La
presencia de 10 residuos hidréfobicos que abarcan los
aminoacidos: WL57-58, G96, R106, y 1L109-110,
interactuan con la cola citoplasmica de CD4 (74); 5) El
motivo poliprolina PQVPLR 72-77, es importante para
establecer las interacciones con los dominios SH3
presentes diversas proteinas celulares (75), tales como
las tirosina quinasas miembros de la familia Src, la cola
citoplasmica de CD4, Hck y Vav, todas fundamentales
para inducir la activacion de linfocitos T (76, 77). Las
regiones adyacentes a este dominio, son también
criticas para favorecer la interaccion proteina-
proteina, por ejemplo el segmento PVRPQVPLRP 69-78
estd contenida en la hélice de unién a los dominios
SH3, y su mutacién inhibe Ila interaccion
poliproplina/SH3  (48). Adicionalmente para |Ia
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Figura 1. Dominios funcionales de Nef y sus interacciones con las proteinas del hospedador.

activacion de PAK2 y la formacion del complejo Nef/
PAK2 se requiere de las zonas flanqueantes del
dominio de interaccién SH3 (78). La presencia de estas
regiones en Nef, altera el reclutamiento de p56lck,
kinasas involucrada en las fases tempranas de
activacion del TCR, a la membrana plasmatica debido a
su secuestro en el trans-Golgi, manteniéndola alejada
de la membrana plasmatica, esto conduce a la
disrupcién de las sefiales del TCR (79) y tiene efecto
inhibitorio en la formaciéon y organizacion de la
sinapsis inmunoldgica (80), afectando drasticamente la
asociacién entre SLP76 y LAT (81) y finamente la
activacion de los linfocitos T; 6) El motivo ubicado en el

132

asa central correspondiente a los aminoacidos 149-
179, se unen a la subunidad a1 y a2 de la proteina AP-
2 que funciona como adaptadora de clatrina y media la
regulacion negativa de la expresion de CD4 (51); 7)
Varios motivos a base de leucina ubicados en E/D160
xxXLL165 y en E154 y E155, que se encuentra en el asa
flexible de Nef en la porcion C-terminal, estan
involucrados en el reclutamiento de la proteina
adaptadora asociada a clathrina (AP1), y la proteina
Alix, ambas participan en el transporte vesicular
dentro de la via endocitica, (82-86); 8) Se ha descrito
también un sitio bipartita presente en Nef formado
por la secuencia EEEE 62-65 en el dominio N-terminal y
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Tabla 1. Dominios funcionales de Nef que participan en la interaccidn con proteinas del hospedador

Dominios en Nef

W57, L58, G96, R106, 1109 y L110
Aminodcidos 149-179

Acidos glutdmico ubicados en E154 y
E155

EEEE 62-65 y el aminoacido W113
E/D1go XXXLLy65

El residuo de miristilacion N-terminal

Pak2, (F85L, F89H, H191F y A72P,
A75P)
PQVPLR 7277

P 69 VRPQVPLRP 78

R105, R106) y el motivo PxxP

Trp13, vall6, y Met20

GFPVT 68-72, FPDW 121-124 y REVLE
179-183)

PQVPLR

LI100-101, R105-106, 1109, LW 112-
113, y H116
HTQGYFPDW 116-124

Proteinas del hospedador Funcién que modula Ref
Tallo citoplasmatico de CD4 Reciclaje de CD4 en superficie celular [74]
Subunidad a y a2 de la proteina AP2 Regulacién negativa de la expresiéon de CD4 [51]
Modulan la via endocitica [86]
PACS-1y PACS-2 Retencién de MHC-I en el trans-Golgi [87]
Reclutamiento de la proteina adaptadora Transporte vesicular dentro de la via [82, 83,
asociada a clathrina (AP1), y la proteina endocitica 85]
Alix
Memebrana rafts lipidicos Modulacion de las plataformasa de [71]
senalizacion
Complejo exocitico (EXOC1, EXOC2, Formacion de los exosomas [93]
EXOC3,EXOC4, y EXOC6)
Interacciones con los dominios SH3 Interaccion con la cola citoplasmica de CD4, [75]
Hcky Vav
Interactua con dominios SH3 de p56Ick Conduce a la disrupcién de las sefiales del [48, 80,
TCR, 81]
Efecto inhibitorio en la formacién y
organizacién de la sinapsis inmunoldgica
afectando drasticamente la asociacién entre
SLP76 y LAT
Interaccion con PAK [96]
mu-1A [72]
P22phox Produccién de superoxido [92]
Necesario para la formacion de complejos ~ Modula la expresion de MHC-I [48]
PAK2/Nefy
Dominios de dimerizacion [45]
T epitopo especificas Resuesta CTL especifica, presente en no [95]

progresores o progresores lentos

el aminoacido W113 ubicado en el dominio central,
ambos son criticos para interactuar con PACS-1 y
PACS-2 y es parte de los eventos que median la
retencién de MHC-I en el trans-Golgi (87); 9) En el core
se ubican igualmente varios dominios de interaccion a
PAK2, uno de ellos es el motivo di-arginina RR105-106
y el otro los dominios no candnicos ubicados en la cara
dorsal hidrofébica del core: L85, H89, S187, R188 vy
F191 (88); 10) Otra de las caracteristicas Nef y que
juegan un papel relevante en su actividad funcional, es
su propiedad de formar mondmeros y oligémeros .En
la region del core se encuentra un dominio descrito
recientemente como facilitador de la oligomerizaciéon
de Nef, el motivo RRQDIL 105-110. La existencia de
multiples conférmeros pudiera potenciar y expandir
las funciones de esta importante proteina reguladora
(89). Recientemente se han identificado otras
secuencias F 121 y D 123 (90, 91) presentes en la
porcion FPDW 121-124 que también participan en la
dimerizacion de Nef y que ademds median la
regulacidon de la produccion de superoxido (92) y la
regulacion negativa de la expresion de MHC-I (89); 11)
Parte del dominio de unidon a Pak2, FL 84-85, H89,
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F191 y AP 71-72, AP 74-75, también esta implicado en
la formacion de los exosomas, por su asociacion con el
complejo exocitico (EXOC1-6), encargado de la unidn
de las vesiculas a la membrana plasmatica y permite la
incorporacion de Nef a los exosomas que se forman en
el membrana plasmatica (93), polarizacion de la
exocitosis y formacién de los nanotubulos, estructuras
fundamentales para la transferencia viral (68); y 12)
Las secuencias (GFPVT 68-72, FPDW 121-124 y REVLE
179-183) sobre Nef son criticas para su interaccion con
p22-phox, y en particular FPDW 121-124 es la
secuencia involucrada en la produccion de superdxido
(56). Los residuos GPF 68-70 que establecen el
contacto con p22-phox (92) estan proximos al dominio
de proliprolina PQVPLR, también son necesarios para
la formacién de complejos PAK2/Nef y modular la
expresion de MHC-I (48). Adicionalmente, los residuos
G68 y F70 son parte de una curva en Nef que permite
que la hélice de poliprolina colocarse en la
conformacion espacial adecuada para aproximarse y
unirse el dominio YXXL de AP-1 y asi mediar inhibicion
de la expresidon de MHC-I. Estos residuos (GPF 68-70)
son altamente conservados en la estructura de Nef y
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forman un bucle entre la hélice y el segmento de
poliprolina (PQVPLR) y tetra glutamato (EEEE 62-65)
(48, 94).

Los dominios presente en Nef no solo se han
involucrado en establecer interacciones directas con
proteinas intracelulares, sino que ademas estas
pueden activar la respuesta inmunitaria y determinar
la progresion o no hacia la fase de SIDA, de especial
interés es la secuencia HTQGYFPDW 116-124
contenida en la porcidon que modula la produccién de
superoxido (92) y en la regulacidon negativa de MHC-I,
activa la respuesta CD8 especifica en los no
progresores, mientras que esta respuesta se pierde en
los progresores hacia la fase de SIDA, sugiriéndose que

la preservacidn de la respuesta de células T epitopo
especificas a esta porcion de nef (HTQGYFPDW 116-
124), se asocia con un curso clinico mas benigno de la
infeccion (95).

Entender en detalle la diversidad de dominios
descritos en Nef con capacidad de interaccidn
proteina/proteina y modulaciéon funcional de la
respuesta inmune la hace un potencial blanco
terapéutico, por lo que el estudio de sus mecanismos
de accibn que permitan para las complejas
interacciones entre Nef y las miultiples proteinas de la
célula hospedadora permitird proponer nuevas
estrategias para atacar la patogénesis del VIH.
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