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F ABREVIATURAS

F ADN Acido deoxiribonucleico
ARN Acido ribonucleico

F ARNm ARN mensajero

r ARNt ARN de transferenciaCPM Cuentasporminuto

r IkB Inhibidorde NF-kB
1L2 Interleucina2

F kD kilodaltons

r LTR Teminacionesrepetitivaslargas(“Long TerminalRepeats”)NF-kB Factornuclearkappa-B

V OMS OrganizaciónMundial de la Salud

PBL Célulasmononuclearesde sangreperiférica

PBS TampónSalino Fosfato

PCR Reacciónen cadenade la polimerasa

PHA Phitohemaglutinina

PMA Acetatodeforbol mirístico

RLU Unidadesarbitrariasde luciferasa(“Relative luciferaseunits”)

RRE Elementode respuestaaRey(“Rey responsiveelement”)

SIDA Síndromede InmunodeficienciaAdquirida

SIV Virus de la inmunodeficienciadel simio

SVF Suerodeternerafetal

TA Temperaturaambiente

TAR Elementode respuestaa Tat

TI Transcriptasainversa

VIH Virus dela InmunodeficienciaHumana
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Li. Generalidades

El virus de la inmunodeficienciahumana (VIII), agentecausal del Síndrome de

InmunodeficienciaAdquirida (SIDA) fue aisladopor primera vez en el Instituto Pasteurde

Parísen 1983(Barré-Sinoussiy cols.,1983).Este retrovirus fue denominado LAV

(Lymphadenopathyassociatedvirus) debidoa su asociacióncon el cuadro de linfadenopatía

generalizadaque presentabael pacientedel cual fue aislado.Posteriormente,en 1984, varios

grupos americanos describen otros aislados virales en pacientes con SIDA que son

denominadosHTLV-III (Popovic y cols.,1984) y ARV (Levy y cols.,1984). El clonaje

moleculary la secuenciaciónde estos virus, que presentabancaracterísticasbiológicas y

antigénicassimilares,confirmaronque se tratabade aisladosdiferentesde un mismoreirovirus

(Wain-Hobsony cols.,1985;Ratnery cols.,1985;Sanchez-Pescadory cols.,1985;Muessingy

cols.,1985).

En 1986 estosdiferentesaislados(LAy, HTLV-III y ARV) se agruparonbajo la

denominación VIH (Virus de la Inmunodeficiencia Humana) (Coffin y cols.,1986)

estableciendosefirmemente mediante datos virológicos, epidemiológicos, clínicos y de

laboratoriola asociaciónentrela infecciónpor el VIH y el desarrollodel SIDA (Brun-Vézinet

y cols.,1984a,1984b;Kalyanaramany cols.,1984;Currany cols.,1984,1985;Evans.,1991).

La infección por el VIN origina un transtornograve, progresivoe ii-reversiblede la

funcióninmunecuyaexpresiónfinal vienerepresentadapor el Síndromede Irirnunodeficiencia

Adquirida (SIDA). Bajo el término “SIDA” se agrupanpor lo tanto unaserie de infecciones

oportunistasgravessecundariasal déficit inmunitario ocasionadopor la infección por el VIII.

El SIDA incluye tambiénuna afectaciónneurológicapolimórfica y la apariciónde tumores

malignos de los cualeslos más característicosson el Sarcomade Kaposi y los linfomas no

Hodgkin (Castroy cols.,1993).
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1.2. Epidemiología de la infección por el VIH.

Los primeroscasosde SIDA fuerondescritosen SanFranciscoen el año 1981 (Gottliebr y cols.,1981;Centerfor DiseasesControl.,1981). En pocos mesesgraciasa los sistemasde

F vigilancia epidemiológicavigentesen EstadosUnidos seconfirmé la existenciade unanueva
epidemia.Las investigacionesepidemiológicasdemostraronque se tratabade una enfermedad

r infecciosatransmisiblepor vía sanguínea(Rosen y cols.,1985),sexual (Piot y cols., 1984;

r Quinny cols.,1986)y verticalmadre-hijo(Brunety cols.,1987;Piot y cols.,1988).

F Los sistemasde vigilancia epidemiolégicano sólodetectaronrápidamentela existencia
de la epidemiasinoqueestablecieronlos mecanismosde transmisióndel virus y los métodosde

r prevención frente a la infección (Curran y cols.,1984,1985).A su vez, el aislamientoy

caracterizacióndel VIH permitióel desarrollode testsdiagnósticosquehan permitidoeliminarr prácticamentelatransmisiónde la infecciónpor transfusióndehemoderivados.

r
A pesarde estosesfuerzos,la infección por el VIH se ha extendidohastaconstituirr actualmenteuna pandemiade consecuenciasimprevisibles que suponeel mayor problemade

Salud Pública que tienen planteados los países desarrolladosy una amenazapara la

F supervivenciade los paísesen víasde desarrollo. Las cifras actualesde la OMS recogenen

Juniode 1993 un total de 611.589casosde SIDA declarado,aunqueseestimaque debidoa la

infradeclaraciónen los paísesen víasde desarrolloel númerode casosde SIDA superalos dos

F millonesde afectados.Actualmenteseestimaque la infección por el VIH afectaa másdc 13
millonesde sujetosen el mundo (Figura1).

Lasprevisionesde la OMS apuntanaqueen el alio 2000 másde 20 millonesde sujetos

seencontraráninfectadospor el VIH y que9 decada10 individuos infectadosse encontrarán

en paísesen vías de desarrollo. Las proyeccionesepidemiológicas dibujan perspectivas



Jntrnd,,rrit4n 4

especialmentedramáticasen los paísesdel Africa subsahariana,en la India y en el Sudeste

asiáticodondeel SIDA puedetransformarseen unaepidemiaincontrolable.

Figura1

En los paísesdesarrolladosel SIDA tiene un enormeimpacto económicoy social. En

zonasurbanasde alta incidenciahastael 25% de las camashospitalariasdel Area de Medicina

se encuentranocupadaspor pacientescon SIDA. En EstadosUnidos el SIDA esla primera

causade muerteentrevaronesde 25 a 40 añosy la primeracausade pérdidade añosvida en la

población masculinadesde1992. Sin embargo,los recursossanitariosdisponibles,el mayor

nivel económico y el desarrollode los medios de comunicaciónde masashacen que las

proyeccionesdeevoluciónde la epidemiaseanmenospesimistasen los paísesdesarrollados,en

los queseapuntaa unaestabilizaciónen la incidenciadecasosSIDA acomienzodel siglo XXI.

En nuestro país (Comunidadde Madrid, Boletín de Vigilancia Epidemiológica)el

númerode casosacumuladosde SIDA registradoshastaSeptiembrede 1993 esde 21.205

casos y seestimaquela cifra de seropositivospuedeestarentre100.000y 200.000individuos.

E-

r
r
r
r

r

y
r

ESTIMACION GLOBAL DE LOS CASOS ACUMULADOS DE INFECCION
VIH EN ADULTOS POR CONTINENTE O REGION- Juniode 1993

TOTAL 13 millones
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A diferenciade lo que sucedeen el restode paísesoccidentales,en Españala mayoríade los

casosde SIDA sedanen el grupode adictosa drogaspor vía parenteral.Nuestropaíspresenta

actualmentela mayortasaacumuladade casosde SIDA por millón de habitantesde los países

europeosasícomoel mayornúmerode casosde SIDA pediátrico.

Dadala extensiónde la epidemiay la amenazaque suponepara la Saludde una gran

partede la población mundial, la obtenciónde un tratamientoy vacunaeficacesfrente a la

infecciónpor el VIH constituyepor lo tantouno de los mayoresdesafíosque tiene planteados

la cienciaen el momentoactual.

1.3.Retrovirus.

El VIH es un retroviruspertenecientea la familia de los Lentivirus(Chiu y cols.,1985;

Gonday cols.,1985,1986;Gallo.,1991).Los retrovirusson virus cuyo genomaestáconstituido

por una doble hebra idéntica de ARN de polaridad positiva. El genoma esencialde los

retrovirusestáconstituidopor tres genesestructurales,gag, envypol (Varmus,1988).Los dos

primeros codifican las proteínasdel core y de la envueltavii-al respectivamentey el último

codifica un enzima específicade este grupo de virus, la TranscriptasaInversa (TI) (Temin y

Mizutani.,1970;Baltimore.,1970).Este enzima realiza la reacciónde síntesis de una doble

hebrade ADN apartir de unahebrade ARN vii-al en el procesodenominadoretrotranscripción

y desempeñaun papelcentralen el ciclo biológico de los retrovirus.

Los retrovirus se clasificande acuerdoa suscaracterísticasbiológicasen tres familias

virales: oncovirus o virus transfonnantes,lentivirus o virus lentos y espumavirus(Tabla 1)

(Fenner.,1975;Teich.,1984)
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TABLA 1.CLASIFICACIÓN Y PRINCIPALES PROPIEDADES DE LOS RETRO VIRUS

RETROVIRUS ONCOVIRUS LENTIVIRUS ESPUMAVIRUS

HUESPED Hombre.HTLV-I Hombre.VIHí Encontradosen
HTLV-II VIH2 prácticamentetodas

Aves y mamíferos Mamíferossuperiores las especies

PROPIEDADES Tumorogénesis Efectocitopático
BIOLOGICAS Malignización Virus lentos,latencia

EFECTO
PATÓGENO

Transformación
tumoral: leucemias

cáncer

Inmunodeficiencia
Cuadrosneurológicos
Transtornosautoinmunes

No conocido

a.

Los oncovirus o virus transformantesse caracterizanpor inducir transformación

tumoral en los huespedesinfectados(Bishopy Varmus,1984).Seconocendasmecanismosde

producciónde tumorespor los oncovirus:por unapartelos oncoviruspuedenincorporaren su

genoma oncogenesprocedentesde proto-oncogenescelulares (oncovirus transductores)

(Takeyay Anafusa.,1983;Duesbergy Vogt.,1970). La infección por estosretrovirusorigina

en la célulahuespedun aumentoen la actividadde las proteínasproductode estosoncogenes.

Estoesdebidoa la existenciaen las mismasde mutacionesque conllevanunamayoractividad

funcional o a un aumentoanormalen su producción,al encontrarseéstabajo el control de las

secuenciasreguladorasdel virus.

Un segundomecanismode oncogénesisse producecuandovirus que no albergan

oncogenesen su genomaseinsertanen la proximidadde proto-oncogenescelularesy alteranla

regulaciónen la expresiónde los mismosal pasara dependeréstade las secuenciasreguladoras

virales(oncoviruslentos)(Steffen.,1984;Nussey Varmus.,1982).

b. UntÚtu&.

Los lentivirus constituyen una familia dentro de los retrovirus caracterizadapor

produciren numerosasespeciesanimalesuna gran diversidadde patologíasde evoluciónlenta

6
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que podemos agrupar en tres tipos de síndromes: neurológicos, autoinmunes y de

inmunodeficiencia(Tabla 2) (Haase.,l986). Al no transportaren su genoma oncogenes

derivadosde proto-oncogenescelulares no producen tumorespor este mecanismo.Los

lentivirus tienenunaestructuragenómicamáscomplejaquela de los oncovirus,ya queademás

delos genesestructuralescomunesa todo retrovirus(env,gag,pol)contienenunaseriede genes

reguladoresde su ciclo biológico y de su infectividad.Asimismo, todos los lentivirus tienenun

tropismo preferentepor células del sistema inmune y neurológico lo que condiciona la

patologíaque producen.Comoúltima característicacomúna la familia de los lentivirus se

encuentrala existenciaa lo largode suciclo biológico deperiodosde latenciavii-al en la célula

infectadaque alternancon fasesde replicaciónvii-al (Haase.,1975,1977,1986).Esta latencia

condicionaen gran parteel curso insidiosoy lento de muchasde las enfermedadesproducidas

por lentivirus asícomola latenciaclínicaobservadaen los huespedesinfectados.

Tabla2. PRINCIPALESLENTIVIRUS

LENTI VIRUS HUESPED PATOLOGÍA ASOCIADA

Virus dela Anemiainfecciosaequina Caballo Anemiahemolítica,encefalopatía
Visnavirus Oveja Encefalopatía
Virus de la Artritis-encefalitiscaprina Cabra Inmunodeficiencia,encefalopatía
Virus dela inmunodeficienciabovina Vaca Linfadenopatía,encefalopatía
Virus de la Inmunodeficienciafelina Gato Inmunodeficiencia
Virus de la Inmunodeficienciadel simio Primates Inmunodeficiencia,encefalopatía
Virus dela Inmunodeficienciahumana Humano Inmunodeficiencia,encefalopatía,

tumores

e. &RKmaEruL

Los espumavirusson retrovirus aisladosfundamentalmentede lesionesespongiformes

de sistemanerviosocentral. Sin embargo,hastael presenteno se ha podido demostraruna

relación causalentre la presenciade espumavirusy transtornospatológicos,por lo que su

situaciónsiguesiendola de un virus “a la búsquedadeenfermedad”(FlugeL,1991).
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1.4. Estructura genómica del VIH-

El genomadel VIH tiene unalongitudde 9.800 paresde bases(pb) y estáconstituido

por tres genes estructuralesy al menosseis genesreguladores(revisado en Green.,1991;

Vaishnaky Wong-Staal.,1992)(Tabla3 y Figura2). En suformadeprovirusel genomaviral se

encuentraflanqueadopor unassecuenciasrepetidaslargas(LTR) quele permitenla integración

en el genomacelulary en las que seencuentranlos elementosreguladoresde la iniciación dela

transcripciónvii-al (Gaynor1992).

TABLA 3. GENESDEL VIII Y PROPIEDADESDE LAS PROTEÍNASQUECODIFICAN.

GEN PROTEINA PESO
MOLECULAR (KD)

FUNCIÓN

env gpláO
gp120

gp4l

160
120

41

Precursorpre-proteico
Proteínade la envolturavital
Interaccionconel receptorCD4
Fusiónde membranas

gag Ps5
p24
pl7
p9
pá

24/25
17
9
6

Precursorpreproteico
Proteínade la nucleocapside
Proteinadelamatriz
Ribonucleoproteina
Ribonucleoproteina,esencialpara

la encapsidación_viral
pol Transcriptasa

inversa
Integrasa
Proteasa

63

11
15

Retrotranscripción,
Actividad RNAsaH
Integración
Procesamientopostransduccional

de las proteínasvirales
¡at Tat 14 Transactivador
rey Rey 19 Reguladordel transponey

procesamientodel ARNm
nef Nef 27 Desconocida.Esencialparala

vi Vif 23 Aumentala infectividadvii-al
vpr Vpr 18 Transactivadorviral
vpu Vpu 15 Aumentala liberaciónde vii-iones
vpx y x 15 Aumentala infectividadvii-al
tev Tev 26 Activadorde tat y rey
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Figura 2. ORGANIZACIÓN DEL GENOMA DEL VIIIr
r
r

a. fl~nunLw~LurnLa

El gen~fl? codificalas proteínasque constituyenla envolturavital. El ARN mensajero

(ARNrn) de ~ai¿se producepor procesamientoúnico del ARNm genómicoy codifica una

proteínade 160 kilodaltons(kD) que es procesadamedianteproteolisispor la propia proteasa

vital en en dos subunidades,gpl2O y gp4l, siendo esteprocesoesencialpara la infectividad

vii-al (Di Marzo-Veronesey cols.,1985; McCune y cols.,1988). La gpl2O se encuentra

fuertementeglicosilada y constituye la porción exterior de la envoltura vital que participa

directamenteen el reconocimientodel receptor específicodel virus, la molécula de CD4

(Dalgleishy cols.,1984;Klatzmanny cols.,1984a,1984b;McDougaly cols.,1986).La gp4l se

encuentraancladaen la membranavital y es la proteínaque estáimplicadaen el procesode

fusiónde membranasentreel virus y lacélulaunavezquesehaproducidola unión del virus a

su receptor(Sodroski y cols.,1986;Kowalsky y cols.,1987; Stein y cols.,1987; Gallahery

cols.,1987).

El gen gag codifica una proteínade 55kD que es procesadapor la proteasavii-al en

F proteínasde menortamaño:p24, pl7, p9 y pá (Di Marzo y cols.,1988).Lap24 es laproteína

r estructuralque constituyemayoritariamentela capsideo core vital. La p17 es una proteínafuertementemiristiladaen su porción amino-terminal(Leis y cols.,1988)que forma la matriz

del virus. Las proteínaspá y p9 poseenresiduoscisteinatípicosde ribonucleoroteinas(Berg y
cols.,1986;Hervis y cols.,1988)y se asocianal ARN vital. La p6 esuna proteínacríticaen la

r

vpr mv
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encapsidacióndel genomay favorecela formaciónde partículasvirales maduras(Aldovini y

cols.,1990;Gorelick y cols.,1990).

El gen~d codifica la síntesisde la enzimaTranscriptasaInversacuya actividadARN

polimerasa-ADNdependienterealizael procesode retrotranscripcióndel genomavii-al (Jacksy

cols.,1988).El genpol codificaasimismopor dosenzimasesencialesen el ciclo replicativodel

virus: la Integrasa,que permite la integración del genomaproviral retrotranscritopor la

TranscriptasaInversa,y la Proteasaqueparticipaen el procesode integración(Di Marzo y

cols.,1986;Lightfootey cols.,1986)y enel procesamientode los precursorespre-proteicosque

formaránla estructuradel virión (Loeb y cols.,1989;Kohl y cols.,1988).

b. Gawun«adarn.

El VIH seencuentrasometidoa un estrechoprocesode regulacióngenética.De los seis

genesreguladoresconocidoshastael momentoúnicamentenct rei~ yJaL son genesesenciales

parala replicaciónvii-al. Los otros tres genesy~ mry wt son genesreguladoresmenoresque

colaboranen la transcripcióndelgenomavii-al o en la infectividady maduraciónde los vii-iones

pero queno son esencialesen la producciónde partículasvirales infectivas.El papel de otros

genescomor¡2LylcE seencuentramenosdefinido.

El gen rau codifica una proteínade 16 kD (Matsuday cols.,1988;Coheny cols.,1988)

cuya mutación origina una disminución en la producción de partículas virales y una

acumulaciónintracelularde las mismaspor lo queprobablementese encuentraimplicadaen los

procesosde maduracióny liberaciónde viriones(Strebely cols.,1988;Klimkatt y cols.,1990).

El gen vgr sintetiza una proteínade 15 kD (Wong-Staal y cols.,1987; Ogawa y

cols.,1987)cuya deleccióntiene como consecuenciauna disminuciónen la replicaciónvii-al.

i~ tiene un efecto transactivadorsobreel LTR viral y podríacolaboraren la iniciación de la

transcripcióndel genomaproviral (Coheny cols.,1990a,1990b).



In¡roducrir5n 11

El productodel genxf (Kan y cols., 1986;Lee y cols.=,1986)esunaproteínade 24 kD

queno es esencialparala replicaciónvital (Sodi-oski y cols.,1986b).Su delecciónconlíevasin

F embargounaimportantedisminuciónen la infectividadel VIH (entre 100 y 1000 veces)por lo

r quesepostulasu papelen la maduraciónde las partículasvirales (Estrebely cols.,1987;Fishery cols.,1987).

y
El gen nC codifica una proteínade 27 kD (Allan y cols.,1985)que se encuentra

F miristiladay cuyafunciónes desconocidaen la actualidad.Los primerosestudiosfuncionales

mostraron que nC no era un gen esencialpara la replicación vii-al (Fisher y cols.,1986;

F Tergiviller y cols.,1986).Basandoseen sistemasdecultivos “in vitroenlos queseutilizan virus

F deletadosen nC se postuló que Nef tenía una función de regulación negativa(Luciw y
cols.,1987),-de dondesu nombre,Nef por “negativefactor”(Gallo y cols.,1988)-y actuana

F comoun represorde la transcripciónviral (Haseltine.,1988;Ahmady cols.,1988).Los trabajos
inicialesno fueronconfirmadospor distintosautores(Kim y cols.,1989;Hammesy cols.,1989;

Bacheleriey cols.,1990) y en la actualidadse piensa que nC es un gen esencialpara la

r replicacióndelVIH cuyo papelno esen ningúncasoel dereguladornegativo.Aunqueesciertoque en determinadossistemascelularesvirus deletadosen ~4’ tienen una mayor replicación

(Luciw y cols.,1987), “in vivo pareceexistir un efectocontrario.Así, seha demostradoquey
en macacosinfectadoscon el virus de la inmunodeficienciadel simio (51V), provirus que no

F expresanNef son altamentedefectivos en su replicación(Kestler y cols.,1991), aunqueel

y mecanismodeestefenómenoesdesconocido.

El gentat codifica unaproteínade 14 kD de localizaciónnuclearque activaen trans la

expresióndel genomadel VIH ( Sodroskiy cols.,1985;Goh y cols.,1986;Arya y cols.,1986;

Haubery cols.,1987)La transactivaciónmediadapor Tat requierede un elementoen cis, la

región TAR (trans activation responseelement o elemento de transactivaciónpor Tat),

localizadaen la región +141+44 a cuyo ARN la proteínaTat se une (Roseny cols.,1985;

Haubery cols.,1988). El mecanismode acciónde Tat no es completamenteconocidoperosu

expresiónaumentaenormementela transcripcióndel genomavital. Este efecto pareceser
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debidoa un doblemecanismo:comoiniciadorde la transcripción(Haubery cols.,1987;Ricey

cols.,1988)y comoelongadordel ARNm naciente(Cullen y cols.,1986;Peterliny cols.,1986;

Roseny cols.,1986;Kao y cols.,1987;Selbyy cols.,1989;Braddocky cois., 1989).

El genin sintetizaunaproteínanuclearde 20 kD quese acuniulapreferentementeen

las estructurasnucleolares(Cullen y cols.,1988;Perkinsy cols.,1989;Felbery cols.,1989).La

proteínaReyesesencialparala replicaciónvital y seencuentraimplicadaen el procesamientoy

transponedel ARNni del VIH (Feinbergy cols.,1986;Leim y cols.,1988;Malini y cols.,1989;

Felbery cols.,1989;Changy cols.,1990).Esta acción se producemedianteinteraccióncon

regionesdel ARNm localizadasen las secuenciascodificadorasparala región aminoterminalde

la gp4l y denominadasRRE (elementosde respuestaa Rey) (Roseny cols.,1988;Dayton y

cols.,1989;Hadzopoulouy cols.,1989;Malim y cols.,1989).La interacciónde la proteínaRey

con estasestructuraspermite la exportacióndel ARNm no procesadoal citoplasmay su

posteriorprocesamientoen los ARNs que codificaránpor las diferentesproteínasestructurales

y reguladorasdel VIH (Arrigo y cols.,1989;Changy cols.,1990;Felbery cols.,1990).

e. LassecuenciasrenetitivasJarras(LTR>

.

A lo largo del procesode retrotranscripcióndel ARN vii-al seproduceunaduplicación

de las secuenciasU3 y US quese situan adyacentesa la región R a ambasextremidadesdel

genomaproviral (Coffin.,1990). La transcripcióndel VIH a partir de su forma de provirus

integradorequierede un dominio promotor - una secuenciaquelocalizala ARN polimerasaen

el sitio de iniciación de la transcripción-y uno (o varios) dominios“enhancer”que facilitan la

transcripcióny queno necesitanestarsituadosen la proximidaddel promotoral poderejercer

su función a distancia(Ptashne.,1988;Mitchell y Tjian.,1989; Lewin.,1990). Al estudiar la

secuenciadel LTR vital se ha definido fácilmenteel dominio promotordel VIH que es una

secuenciaTATA clásica.Sin embargola definiciónde las regionesenhanceren el LTR del VIH

ha resultadomuchomáscomplejaal conteneréstesecuenciasconsensoparamúltiples factores

de transcripción(Gaynor.,1992).Es importanteconocercualesde los elementosreguladores

delVIH-LTR participanen la regulaciónpositivao negativade la expresióngénica.El análisis
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de estas regiones ha permitido definir una serie de locus capacesde mediar una función

enhancery caracterizarparcialmentelos factores de transcripción que se unen a estas

secuenciasreguladoras(Roseny cols.,1985;Garcíay cols.,1987).

En el genomadel VIH, la zonareguladoradel LTR comprendela región situadaentre

las posiciones-454 y +184 (Ratnery cols.,1985; Sanchez-Pescadory cols.,1984; Wain-

Hobsony cols.,1985)y se puededividir a su vez en tres regionesbasandoseen los efectos

globalesde las mismassobre la expresiónvital: moduladora,(-4541-78),el núcleopromotor

(-781-1), y la regiónTAR (+1/+60) (Figura3).

La región moduladoracontiene al menos seis elementosdefinidos que unen los

siguientes factores de transcripción (Tabla 4): Proteína activadora 1 (APi) (Franza y

cols.,1988);factor de transcripcióndel promotorde la ovoalbúminaaviar (COUP) (Orchardy

cols.,1990; Cooney y cols.,1991); factor nuclear de células T activadas (NF-Al’)

(Crabtree.,1988);factor estimulador“upstream” (USF) (Pognonery Roeder.,1991;Smith y

Greene.,1989);factor 1-a de linfocitos T (TCF-la) (Watermany Jones.,1990;Watermany

cols.,1991);factor nuclearkappa-B (NF-kB) (Nabel y Baltimore.,1987;Kieran y cols.,1990;

Ghosh y cols.,1990; Kawakami y cols.,1990).Además, la región moduladoracontiene un

elementoadicionalde regulaciónnegativa(NRE) descrito por distintos autoresy localizado

entrelas posiciones-185y -340(Roseny cols.,1985).

Algunos de estoselementosson críticos pararegularla expresióndel VIH en tipos

celularesespecíficoscomolinfocitos y macrófagosen respuestaadistintos tipos de activación

celular y son por tanto las secuenciasque median una respuesta“inducible” del LTR. Sin

embargosu capacidadfuncional y su importanciarelativaen la transactivacióndel LTR debe

ser valoradaen distintos sistemascelulares.Aunque estoselementosson capacesde unir

factoresde transcripción“in vitro”, ésto no siempreconlieva unaactividad funcional de los

mismos.
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El elementopromotores esencialen la expresiónbasale inducidapor Tat del VIH-

LTR. En él se encuentrantres consensosparael factor SP! (Jones y col.,1986; Harrich y

cols.,1989;Kamine y cols.,199l; Southgatey Green.,1991),unasecuenciaTATA (Garcíay

cols.,1987,1989; Janesy cols.,1988;Berkhout y Jeang.,1992)y un elementoiniciador (Jones

y cols.,1988).Los factorescelularesque se unena esta región inducen la asociacióncon el

complejotranscripcionalprimariopermitiendola transcripciónmediadapor la ARN-polimerasa

II (Lewin., 1990; Meisteremsty Roeder.,1991;Pughy Tjian.,1992).

TABLA 4. FACTORES DE TRANSCRIPCIÓN QUE
MODULADORA DEL LTR DEL VIH.

SE UNEN A LA REGIÓN

REGION NUCLEOTIDOS PROTEíNA(kD) FUNCION

COUP(Promotordel gende
ovoalbumina) -3711-334 COUP (68) NEGATIVA

AP! (Proteínaactivadora1) -347/-329 AP-! (43)

NF-Al (Factornuclearde células
activadas) -2921-255

NF-AT (90,45,23)
ILE (60)

ETSly2(55)

POSITIVA
POSITIVA

?

REGION DE
RiEGULACION NEGATIVA -1731-160

USE (44/43)
Otras proteínas
hélice-asa-hélice

NEGATIVA

pipj~j>

TCF-Ia
(Factor de célulasT,la)

-í3W-124 TCF-Ict (55) POSITIVA

ENHANCERNF-icB
(FactornuclearicB)

-1041-81

Proteínasde la

familia rel/NF-icB(49,50,65,85)
PRDII-BF-1

MBP-l
(300,200,70)

POSITIVA

POSITIVA

NEGATIVA?

El elementolAR escrítico para la activaciónmediadapor la proteínavii-al Tat (García

y cols., 1989; Berkhout y cols., 1989; Haubery Cullen.,1988;Selby y cols.,1989).El ARN

producidopor el elementoTAR forma una estructuraestablea la cual se une la proteínaTat

(Fengy Holland.,1988;Ray y cols.,1990).Tat seríapor lo tanto un enhancerARN capazde

completarla elongacióndel ARN naciente(Berkhouty cols.,1989;Dingwally cols.,1990;Sharp

14
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y Marciniak.,1990;Jones.,1993;Cullen.,1993).A estaestructurase une no sólo la proteína

virad Tat sino unaserie de factorescelulares(TRP-185 y p68) (Wu y cols.,1991; Sheliney

cols.,1991;Gatignol y cols.,1989; Marciniak y cols.,1990).Ademásotros factorescelulares

(UBP-1 y LBP-1) (Wu y cols., 1988; Pognonecy Roeder.,1991)seunenal ADN de TAR y

colaboranen la fonnacióndelcomplejotranscripcionalprimario

Figura3.ESQUEMADEL LTR DEL VIII

REGIONMODULADORA PROMOTOR REGIONTAR

APi COLJP NF-AT USFTCF-la NF-kB SPI TATA INi’ UBP-l/LBP-i UBP-2CTF/NFi

-453

1.5. Ciclo biológico del VIH.

El ciclo biológico del VIH puedeserdividido en dos etapas:la primeraculminacon la

integracióndel genomavii-al en el ADN del huesped.A partir de este momentoel VIH puede

permaneceren un estadode latencia,sin replicaciónvii-al detectableo iniciar su replicación

activaen lo queconstituyela segundafasedel ciclo biológico delvirus (Figura4).

a. Interacciónconel recentoreinfeccióncelular

.

La entradadel virus en la célula tiene comoprimerpasola interaccióncon un receptor

vii-al especifico,la moléculade CD4 (Dalgleish y cols.,1984;Klatzmanny cols., 1984a,1984b).

Estaproteínaseencuentrapresenteesencialmenteen la superficiede linfocitos CD4 y célulasde

la estirpemononuclear-fagociticalo quedeterminael tropismo vital por estos tipos celulares
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(Klatzmann y cols.,1984a,Sattentau y cols.,1986; Popovic y Gatner.,1987; O’Brien y

cols.,1990;Pernoy cols.,1990).

Figura 4. CICLO BIOLÓGICO DEL VIII

Fasesdelciclo biológico del VIII: 1. Entrada. 2. Reuotranscripción e Integración.3. Transcripción
del genomaviral y síntesisdeproteínasvirales. 4. Gemación.

La interacciónCD4-gpl2Oseproduceentreel dominio Vi de la moléculade CD4 y

los aminoácidos413-447de la gpl2O, situadosen la cuartaregión de la moléculay próxima al

dominio carboxi-terminal(Clayton y cols.,1988; Lasky y cols.,1987; Sattentauy cols.,1986;

Sattentauy Weiss.,1988;Mizukami y cols., 1988; Bowmany cols., 1990; Arthos y cols., 1989;

Capony Ward., 1991) Sin embargo,dadoquela conformacióntridimensionalde la gpl2O es

esencialparala unión a la moléculade CD4, modificacionesde la proteínavii-al alejadasde la

zona de unión pero quemodifican su estructuraterciaria impiden la interacciónCD4-gpl2O

(Kowalski y cols., 1987; Richardsony cols., 1988; Eiden y Lifson.,1992, O~Brien y cols.,

1990). Asimismo se ha demostradoque modificacionesmínimasen la gpl2O condicionanel

tropismoviral por linfocitos o macrófagos(Cordonniery cols., 1989;Olshevskyy cols.,1989).

NUCLEO
CA?S ID E

e —

— N~
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La uniónde la gpl2O al receptorCD4 originaun cambioconformacionalde la proteína

vii-al quepermitela proteolisisde la mismaa nivel deldominio V3 (Moore y cols., 1991). Este

procesopermitela interacciónde la gp4l con la membranacelular lo queorigina unafusiónde

las membranasviral y celular (Gallaher.,1987; Gonzalez-Scaranoy cols.,1987; Pérez y

cols.,1992).

b. Retrotranscrincióne integración

.

Una vez que la nucleocapsidevii-al penetraen la célula seproducela retrotranscripción

de unade las hebrasde ARN vital mediantela enzimaTI quees transportadaen el propio virión

(Varmus.,1988).La retrotranscripciónsupone un complejo proceso que se realiza en el

y citoplasmacelular y que se inicia con la utilización comocebadorde un ARN de transferencia
(ARNt) que se une al ARN vii-al en la región 3’ adyacentea la secuenciaUS (Panganibany

F cols.,1988).En nueve pasosy mediantela utilización de sus actividadesADN polimerasay
ARNasa,la TI generauna doble hebrade ADN queduplica los LTR quese sitúan en ambasr
extremidadesdel genomaproviral (Fig.5).r

Se hademostradoqueel procesode retrotranscripcióne integraciónesdependientede

F la activacióncelular aunquelos requerimientosvarían segúnel tipo celular considerado.En

linfocitos CD4 en reposo,unavez intemalizado,el genomavital es retrotranscritode forma

V incompletay no seproducela finalizaciónde la retrotranscripcidny la integraciónamenosque

y la célulaseaactivada(Zack y cols., 1990; 1992).De hecho,se ha demostradoen linfocitos desangreperiféricade pacientesseropositivosla existenciade ADN proviral no integradoque es

F susceptibledeintegracióny replicaciónsi dichascélulasson activadas(Bubrinskyy cols.,1991).

Estas formas provirales no integradaspuedenpermaneceren el citosol celular hasta dos

F semanasparaalgunosautores(Bubrinsky y cols.,1991)y constituyenun reservoriopotencial

del VIIi.
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r ~. &p1Í~¡Úz¡sÁrn.

La replicación del VIH está sometidaa un estrechoprocesode control debido a

F factorescelularesy virales y quepodemossistematizaren distintasetapas:r - Iniciacióndela transcripción.

- Transcripcióndel gammavii-al y síntesisdeproteínasreguladorasy estructurales.

F - Formacióny maduraciónde viriones.

c.1. Iniciaciónde la transcripción.

La iniciación de la transcripcióndel genoma del VIH es dependientede factores

celulares que interaccionan con las secuencias reguladoras localizadas en el LTR

(Gaynor.,1992).Estosfactoresactúananivel de las secuenciasenhancery promotordel LTR y

permitenla formacióny activacióndel complejotrancripcionalprimariode la ARN polimerasa

II. Deentrelos múltiplesfactoresde transcripcióndescritoscapacesde unu—sea las secuencias

reguladorasdel VIIi, el principal elemento“enhancer” demostradocorrespondeal factor de

transcripciónNF-kB (Nabely Baltimore.,1987;Lenardoand Baltimore.,1989).El papelde NF-

kB en la iniciación de la transcripciónconstituyeel temacentralde estetrabajo y se analizaen

detallemásadelante.

c.2.Transcripcióndel genoma viral y síntesisde proteínas reguladoras y

F estructurales.

r Una vez iniciada la transcripcióndel genoma vii-al la regulación en la expresióncompletadel mismo se produceesencialmentepor la acciónde dos genesreguladoresTat y

F Rey (Figura 6). Tat codificapor unaproteínade 15 kD que es un potentetransactivadorque

aumentala transcripcióndel genomavital del ordende io~ / io~ veces(Sodroskiy cols.,1985;

7 Goh y cols.,1986;Arya y cols.,1986;Haubery cols.,198’7;Jones.,1993;3). La diana deTat es

r la secuenciaTAR, situadaen la región +l/+64, esdecirinmediatamentedespuésdel sitio de

iniciación de la transcripción. Los primeros 59 nucícótidos de los transcritosdel VIIi

configuran una estructuradel ARN que permite la interacción con la proteínaTat. El

transactivadordel VIIi espor lo tanto un “enhancer” ARN (Roseny cols.,1985; Haubery
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cols.,1988; Sharp y Marciniak.,1989;Cullen.,1993).El mecanismode acción de Tat no se

encuentracompletamentedilucidadoy probablementeactúea distintosniveles. Inicalnientese

demostróque Tat aumentabala tasade transcripcióndel genomadel VIH y quedicho efecto

eradebidoaunamayorelongacióndelos transcritosde ARNm. En ausenciadeTat seproduce

unaelongaciónincompletadel ARNm y la presenciade Tat permiteque su síntesisalcancela

longitud correspondientea todo el genomavii-al (Cullen y cols.,1986;Peterlin y cols.,1986;

Roseny cols.,1986;Kao y cols.,1987;Selby y cols.,1989;Braddocky cols., 1989). Por este

motivo sedenominóa estaproteínaTat (porTranscriptionanti-terminator).Juntoa esteefecto

“elongador”muchosdatosexperimentalesapuntana que Tatprobablementeactúaasimismo a

nivel de la iniciación de la transcripción (Hauber y cols.,1987; Rice y cols.,1988;

Cullen.,1991;1993).

En este sentido se ha descrito la interacción,o la dependenciade Tat de secuencias

localizadasen el LTR vii-al comoSp! y NF-kB y el sinergismoentrela proteínaTat y factores

transcripcionalesque se unen a estassecuenciasconsenso(Berkhouty cols.,1990;Harrichy

cols.,1990; Bacheleriey cols.,1991; Liu y cols.,1992;Berkhout y Keang.,1992;Kamine y

Chinnadurai.,1992;Taylor.,1992). Recientementese ha demostradouna interacción directa

entreTat y la proteínaTFIID pertenecienteal complejotranscripcionalprimario (Kashanchiy

cols.,1994).Todosestosdatosapuntana laexistenciade una colaboracióna nivel de iniciación

de la transcripciónentre distintos factorescelularesy la proteínatransactivadoraTat (Wu y

cols.,1991; Sheliney cols.,1991; Gatignol y cols.,1989; Marciniak y cols.,1990;Wu y cols.,

1988; Pognonecy Roeder.,199fl.La produccióndel ARN nacientepermitiría en un segundo

pasola unión de Tat a su secuenciadiana en el ARN y la elongacióncompletadel mismo

(Sharp y Marciniak.4991; Cullen.,1991). La proteína transactivadoraTat es uno de los

elementosesencialesen la replicacióndel VIIi por lo queel estudiode los mecanismosde

acción de la misma es un elementodecisivo en la comprensiónde los mecanismosde

reactivacióndel VIIi (Cullen.,1993).
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Figura 6. REGULACIÓN DE LA TRANSCRIPCIÓN DEL VIII

El ARNm del VIH se sintetizaen forma de un único transcrito quedebeser

procesadoen los transcritosde distinto tamañoque permitirán la síntesisde las proteínas

reguladorasy estructuralesdel VIH (Cullen y Greene.,1989).La proteínaRey desempeñaun

papelcentralenesteprocesamiento.Rey esunaproteínade l9kD, intensamentefosforiladaque

tiene una localización nuclear y particularmentenucleolar (Cullen y cols.,1988; Perkins y

cols.,1989;Felbery cols.,1989).La expresiónde la proteínaReypermiteel transporteal citosol

y el procesamientodel ARN mensajero(Feinbergy cols.,1986;Leim y cols.,1988;Malim y

cols.,1989;Felbery cols.,1989;Changy cols.,1990).La dianade Rey seencuentraen el ARN

vital a nivel de las secuenciasde env. En estaregión sedefine unazonadenominadaRRE (Rey

responsiveelement) a la que se une la proteínaRey, quizás directamenteo alterando la

actividad de una proteína celular de unión a ARN (Rosen y cols.,1988; Dayton y

cols.,1989;Hadzopoulouy cols.,1989;Majim y cols.,1989).La acciónde Rey explicaríael que

endeterminadosmodelosexperimentalesexisteuna fuerteexpresiónde ARNm en ausenciade

traducciónproteica. Este mecanismopennitiríaen la célula infectada una acumulacióndel
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ARNm vii-al cuyatraducciónse realizaríamasivamenteen presenciade la proteínaRey (Artigo

y cols.,1989;Changy cols.,1990;Felbery cols.,1990).

Esteretrasoen la producciónde proteínasestructuralesdel virus seríaseguidopor una

producciónmasivade la expresiónproteicaen un periodo brevede tiempo. Esto conllevaría

por una parte la destruccióncelular por efectocitopático, y por otra el escapede la célula

infectadaa los mecanismosde reconocimientoinmune al no producirseuna expresión de

proteínasen la membranacelular previamentea la replicación masiva del virus (Cullen y

Greene.,1989).

c,3. Maduración de viriones.

Ademásdel papelcentral de Rey en la regulaciónde la producciónde las proteínas

estructuralesdel VIH, éstasdebenserprocesadaspostraduccionalmenteantesde ensamblarse

en lo que constituirán las partículasvirales maduras. En este procesoparticipan distintas

proteínasviralesentrelas quedestacanVif, Vpu y la Proteasavii-al. El productodel gen vii’ no

esesencialparala replicaciónviral ni disminuyeel efectocitopáticoobservadoen linfocitos T

infectados.Sin embargolos virus deletadosen v¡fdisniinuyensu infectividadentre100 y 1000

veces y su propagaciónen el cultivo celular es fundamentalmentedebido a contactos

intercelularesy no mediantepanículassolubles(Strebely cols.,1987;Fishery cols.,1987).

El gen vpu tampocoes esencialparala replicacióndel VIH, pero su ausenciaorigina

unaacumulaciónde proteínasen el citoplasmade la célulainfectaday una menorproducción

de viriones (Strebely cols.,1988;Klimkatt y cols.,1990).

La Proteasavital desempeñaun papel centralen la producciónde partículasvitales

infectivas. Intervieneen el procesamientode los precursorespSSy gpI6O producidospor los

genesgag y env. El procesamientode la gpláOen gp4l y gpl2O se produceen el momento

final de maduraciónde las partículasvirales, previamentea la gemacióny su acciónpermite

constituir una partícula vii-al maduray de estructuranormal (Loeb y cols.,1989; Kohl y
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cols.,1988).En ausenciade acciónde la Proteasavii-al seobtieneuna producciónde proteínas

y ARN viral libre o ensambladode maneraimperfectaen vii-iones no madurosy quecarecende

capacidadinfecciosa.

1.6. Latenciay reactivacióndel VIH.

y Al igual que la mayoríade los lentivirus y otros virus, el VIH puedepermaneceren

r estadolatenteen sus célulasdiana y ser susceptiblede reactivaciónen función del estadode
activaciónde la célula infectada(Haase.,1986;Virelizier.,1990).El comportamientobiológico

r del VIIi pareceser diferentesegúnseael tipo celular infectado.Los linfocitos CD4 tanto de
ganglios linfáticos como en sangreperiféricase encuentraninfectadospor el VIIi en forma

F mayoritariamentelatente (Harper y cols.,1986; Psalidopoulosy cols.,1989). En linfocitos

circulantessehademostradoqueel ADN proviral puedeencontrarseintegradoo no integrador
siendoeste último susceptiblede integraciónsi la célulaesactivada(Bubrinsky y cols.,1991;

y Zack y cols.,1990,1992). Por el contrario los macrófagostisularesreplicanel VIH ~ vivo”

(Price y cols.,1988;Koenig y cols.,1986)por lo que sepostulaqueen estascélulas la latencia

r vii-al no existiríay que el VIIi tras su integraciónentraríadirectamenteen fase de replicación

activa (Gendelmany cols.,1989;Gartnery cols.,1986).Sin embargo,no puededescartarseque

F en determinadaspoblacionesmacrofágicasexistauna latenciavital al igual que en linfocitos

y CD4 (Mosesy cols.,1994).

b.El reservoriovirg!

.

Uno de los aspectosde la patogeniade la infección VIIi peorcomprendidosha sido el

bajo número detectablede células infectadas.Los trabajos iniciales mostraronque apenas

1/1000 linfocitos de sangreperiféricase encontrabaninfectadospor el VIH, y de estosmenos

del 1/100 replicabanactivamenteel virus (es decir menosde 1/100.000linfocitos) (Harpery

cols.,1986). La aplicación de técnicas de mayor sensibilidad como la PCR permitieron

demostrarquela frecuenciade infeccióndelos linfocitos CD4 variabaentre1/800 en pacientes
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asintomáticosa 1-3/100 en pacientescan SIDA (Psallidopoulosy cols.,1989;Schnittmany

cols.,1989;1990; Bubrinskyy cols.,1991).Sin embargoel númerode célulasinfectadasparecía

anormalmentebajo paraexplicar la destrucciónmasivadel sistemainmune originada por el

VIIi. Recientementeseha demostradoquela cargaviral seencuentralocalizadaen los ganglios

linfáticos que constituyenel 98% de los linfocitos totales del organismo (Embretsony

cols.,1993;Pantaleoy cols.,1991).En los órganoslinfoideshastaun 40% de los linfocitos CD4

se encuentraninfectadosdesdelos primeros estadiosde la enfermedad.Existe ademásuna

enormecantidadde virus libre “atrapado”en las prolongacionesinterdigitantesde las células

dendríticas.Sin embargo,el número de linfocitos que replican activamenteel VIIi es muy

reducido,entrecl 0.3 y el 3% de las células infectadas(Embretsony cols.,1993).Estosdatos

apoyaríala hipótesissegún la cual el sistemainmune esdestruido directamentepor el virus

(efectocitopáticodirecto),pero confirmanque en la mayoríade los linfocitos CD4 infectados

existeun estadode latenciareal, al menosen algunosmomentosde su evolución.

y c. Latenciacelular y latenciaclínica

y La existenciade una latencia real en la infección por el VIH ha sido muy debatida.

Basandoseen los datos expuestospreviamentees importante distinguir entre la latencia

y virológica a nivel celulary la latenciaclínica. La latenciacelular es un fenómenoreal que ha

sido demostrado“in vivo” en linfocitos CD4 (Harpery cols.,1986; Schnittmany cols.,1989;

F 1990; Bubrinsky y cols.,1991).El entornocelularde los linfocitos T en reposoconstituyeun

r contextobiológico especialmenteadecuadopara la latenciadebidoala ausenciade los factores

necesariospara la replicacióndel VIH (Virelizier.,1990). Esto seve correlacionadopor los

y estudios“iii vitro” y “ex vivo” en los que el cultivo de linfocitos de sangreperiféricaen fasede

reposono permitedetectarningún tipo de producciónviral. Sin embargo,la activaciónde las

mismascélulas mediantemitógenos,presentaciónantigénicao anticuerposdirigidos contrael

complejoCD3/Ti originan unareplicaciónvii-al masiva(Bai-ré-Sinoussiy cols. 1983; Popovicy

cols.,1984; McDougal y cols.,1985; Folks y cols.,1986,Zack y cols.,1990; Bubrinsky y

cols.,1991; Sakselay cols.,1993).Esto es debidoa que la activacióncelular produceen los

linfocitos T la inducciónde citokinas,receptoresde citokinas, factoresde transcripción,proto-
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F oncogenesy moléculasde activaciónen la supeficiecelular (Crabtree.,1989).Así como el
linfocito T en reposopresentaun ambientecelular adecuadopara la latencia,el contexto

F biológico del linfocito T activado suministra todos los factoresnecesariosparapermitir una

r replicaciónmasivadel VIH. El linfocito T CD4 representaprobablementeel reservoriontimportantedel VIH al permitir la latenciavii-al en su estadode reposoy una replicaciónviral

y masivaen el cursode los procesosde activacióninmune.

y Desdeel punto de vistaclínico escorrectoafirmar que la latenciavii-al no existeal ser

posibleaislarel VIH en todoslos estadiosde la enfermedad(Ho y cols.,1989).Estoesdebidoa

F que en el organismose producela resultantedel estadode replicación en todas las células

F infectadaspor el VIH. En cadamomento,aunqueexista un número mayoritario de células
infectadasde forma latente,existenasimismomacrofagostisularesquesoportanla replicación

y activadel VIH y linfocitos CD4 queestánsiendoactivadosy por lo tantoreplicanel virus. Sin

embargo,estos datosno contradicenla existenciaa nivel de cadacélula individual de un
procesode latenciaviral en la infección por el VIIi. Es probablementedebidoa estalatencia

y por lo quela enfermedadno presentaun curso fulminantesinoun carácterinsidioso,crónicoy

progresivo.La comprensiónde los mecanismosmolecularesque permiten la latencia y que

y medianla reactivacióndel VIIi representanpor lo tanto un problemacentralen la comprensión

delos mecanismospatogénicosresponsablesdel desarrollodel SIDA.

y
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1.7. El factor de transcripción NF.kB.

y a.&fla.
Aunque la síntesis,procesamientoy transportedel ARNm seencuentrareguladapor

F factores virales, la iniciación de la transcripcióndel VIH es estrictamentedependientede

y factores celulares.Entre los factorescapacesde transactivarel LTR del VIH, el principal

elementoinducible implicado en la reactivacióndel VIH a partir de su estadode latenciaes el

y factorde transcripciónNF-kB (Nabely Baltimore.,1987;Lenardoy Baltimore.,1989).

y El factorde transcripciónNF-kB fue inicialmentedescritocomoun elementoregulador

y de la transcripción de las cadenas ligeras kappa de las inmunoglobulinas (Sen y

Baltimore.,1986). Posteriormentese describieronconsensosNF-kB en los promotoresde

r múltiples genescelularesy virales (Tabla 5). De forma característica,muchosde los genes

reguladospor NF-kB seencuentranimplicadosen la regulaciónde la respuestainmuney en el

y desarrollo embrionario (GriIli y cols,,1993; Notan y Baltimore.,1992). Genes NF-kB

r dependientesson los correspondientesal complejo mayor de hisrocompatibilidad (MHC),

citokinas, receptoresde citoldnas,receptorde la célula T. Esto apuntaa que NF-kB es un

y factor importanteen la regulaciónde la expresiónde los genesde respuestainmuneque son

inducidasen el cursode los fenómenosde activacióncelular.

y
y El consensoNF-kB vienedefinido por la secuenciaGGG R(A%)T YYC C y existen

variacionessobreesteconsensoen las regionesreguladorasde los diferentesgenes(Tabla5).

F Estasvariacionesparecenimplicadasen laregulacióndiferencialde la expresiónde los distintos

genespor las diferentesformas molecularesde NF-kB. Así, algunosconsensosfavoreceríanla

y asociacióncondeterminadoscomplejosproteicosNF-kB y la actividadfuncionalde los mismos

r variaría de acuerdoa las secuenciasconsensoconsideradas(Liou y Baltimore.,1993),
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Tabla 5. GENES Y viRUS NF-kB DEPENDIENTES Y SUS CONSENSOS

Gen Consenso

Cadenakappa de inmunoglobulinasde ratón (G)GGGACTVI’CC
5V40
VIH-1 (-91)
Citomegalovirus

VIH-1 (-105)
VIH-2
Citomegalovirus
fl2-microglobulina
Amiloide séricoA

(A)GGGAC~1TCC

Cadenakappade inmunoglobulinashumanasGGGGACTTTCC
Citomegalovirus
Cadenabetadel receptordela célulaT
Cadenainvariantedel MHC clase11

Interferón fi

Citomegalovirus

MHC claseII (Ea)

Interleukina2

Receptorde interleukina2 deratón

Receptorde interleukina2 humana

MHC clase1 deratón(H2-k)
MHC clase1 humano

Consenso

GGGAAArrCC

GGGAC1T~CC

GGGACTTCCC

GGGATITCAC

GGGGA1TCCT

GGGAATCTCC

GGGATTCCCC

C
GGGRATYYCC

T

b. La familia reí/NF-kB

.

El clonajey caracterizaciónde NF-kB demostróque la actividad “enhancer”descrita

correspondeen realidada una familia de factoresde transcripciónqueguardahomologíascon

la familia de proto-oncogenesc-rel y dorsal. Tras el clonajede la subunidadp50 de NF-kB

y
y
y
y
y
y
y
y
y
r
y
y
y
y
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(Kieran y cols.,1990;Gosh y cols.,1990)se ha realizadola caracterizaciónde otros miembros

de la familia rel/NF-kB (Tabla 6). Estasproteínaspuedencombinarseentreellas formando

hornoo heterodímerosy la capacidadtranscripcionalde los mismosvaríasegúnla composición

de los complejosy el consensoal quese unen(Gril]i y cols.,1993;Perkinsy col.,1992;Fujita y

cols,,1992) (Tabla 7). Comparten una región de homología de aproximadamente300

aminoácidosen la cual tienenalrededorde un 54% de identidad(región de homologíaReí). El

dominio comúnReí confieremuchasde las propiedadesde estasproteínas:el reconocimiento

del sitio de uniónal ADN, la capacidadde dimerización,la localizaciónnucleary su interacción

con las moléculasde tipo IkB (inhibidores de NF-kB) (Nolan y Baltimore.,1992;Lion y

Baltimore.,1993).

Tabla 6. LA FAMILIA DE FACTORES DE TRANSCRIPCIÓN Rel/NF-kB

Nombre común Proteína Gen

NF-kB pSO NF-kB1

p65 relA

piOS (precursorde pSO) NF-kB1

Lyt-l0 (plOO) plOO(precursorde p49/p52) NF-kB2

p¿9/p52 NF-kB2

c-rel c-Rel c-rel

relB ReIB relB

dorsal Dorsal dorsal

La proteínapíOS, precursorade la pSO, contienenen su molécula tanto funciones

activadorascomo inhibidoras: el dominio amino-terminalcontienela PSO, una subunidaddel

factor transcripcionalNF-kB, mientrasque el dominio carboxi-terminalcontienerepeticiones

de ankii-inasque seencuentranhabitualmenteen las proteínasde tipo IkB (Henkel y cols.,1992;

Inouey cols.,1992;Liou y cols.,1992;Ricey cols.,1992;Fan y Maniatis.,1991),

2R
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El precursorpreproteicoplOO fue donadocomo un oncogenputativo (lytlO) (Neri y

cols.,1991)a partir de la translocacióncromosómicaen un linfoma de células B y tiene una

estructurasimilar ala píOS.Suproteolisisdalugara la proteínap491p52(Schmidy cols.,1991;

Boursycols.,1992).

El resto de factores no son procesadospor proteolisis a partir de precursores.La

subunidadp65 de NF-kB tiene una región carboxi-terminalrica en residuos acidicos que

constituyenun dominiode activacióntranscripcional(Nolany cols.,1991;Hanseny cols.,1992;

Fujitay cols.,1992).

Tabla 7. ACTIVIDAD TRANSCRIPCIONAL
LA FAMILIA Reí/NF-kB

DE LOS DISTINTOS COMPLEJOS DE

Complejo Sitios de
unión

Actividad
transcripcional*

Complejo Sitios de
unión

Actividad
transcripcional*

pSO/p65 IL-2 + p52/c-rel IL2R ND
IL2R +
IL-6 + p65/c-rel Urokinasa

Urokinasa +

Ig/VIH
IFN-~

Ff2

+

+

+

(P50)2 Ig/VIH
IL-2
IL2R

N

ND

ND
P52/P65 Ig/VIH

H2
+

+1-

IFN-13
H2

+1-
+

IL-2R
Palíndromo

+1.
+/-

(P52h Ig/VIH
H2

+1-

pSO/ReIB

p52/RelB

p52/pSO

p50/c-rel

Ig/VIH
Palíndromo

Ig/VIH
Palíndromo

Ig/VIH
Palíndromo

IgIVIH

+

+

+

+1-
4-/-

+1
ND

(p65)
2

(c..relh

IIL2R
Ig/VIH
LEN-ji
IL2R
1L6

Ig/VIH

ND
+
+
+

ND

*Porensayosde transfeccíóntransitoriao transcripción“in vitro”:ND: no
+/- nula

demostrada+ positiva; - represora,

El proto-oncogenc-rel (Nakayamay cols.,1992;Tan y cols.,1992)fue identificadoa

partir de su oncogénhomólogoy-reí que producelinfomas malignos en poííos (Kamensy

r
y
1~
y
F
y
y
y
y
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cols.,1990).ReIB (Ryseck y cols.,1992)fue aisladoa partir de una librería de fibroblastos

mininos inducidoscon suero.Tiene mayorhomologíacon c-rel aunquecondeneun dominio

“leucine zipper” y un dominiodeactivacióncarboxi-terminal.

El gen de Drosophiladorsal estáimplicado en la formacióndel eje dorso-ventralen la

moscaduranteel desarrolloembrionario(Rushowy cols.,1989).

e. La familiade DroteinasIkB (inhibidoresdeNF-kB)

.

Estegrupode proteínassedefinepor sucapacidadfuncional paraunir elementosde la

V familia NF-kB (Tabla8). Estáformadapor IkB-a, IkB-ji, IkB-y (extremocarboxi-terniinaide

y la Pl05).el proto-oncogenBcl3 y el gende Drosophila,cactus(Nolan y Baltimore.,1992;Liou

y Baltimore.,1993).

y
Las proteínas IkB identificadas hasta el momento contienenentre cinco y siete

repeticionesde motivosankirinade 33 aminoácidos.Estasrepeticionesankirinason necesarias

parainteraccionarcon los dominios reí comunesa toda la familia rel/NF-kB, pero la forma

exactade esta interacciónno es bien conocida. Las señalesde localización nuclearde las

proteínas rel/NF-kB son necesariaspara interaccionarcon los distintos IkB y se venan

‘~enmascaradas”duranteesteproceso,lo queexplicaríala capacidadde las proteínasinhibidoras

pararetenerlos complejosrel/NF-kBen el citosol (Begy cols.,1992).

Existe una ciertaespecificidaden la interacciónde los diferentesIkB con las proteínas

de la familia rel/NF-kB: IkB-a interaccionaconcomplejosquecontienenentresussubunidades

c-rel o p65 (incluyendo los heterodímeroscon pSO) (Haskill y cols.,1991;Beg y cols.4992>.

Bcl3 e IkB-y interactúanpreferentementecon las proteínaspSI) y p52(Franzosoy cols.4992;

Liou y cols.,1993;Nolany cols.,1993)(Tabla8).

El gen de IkB-f3 no ha sido donadotodavía.El gen quecodificapor IkB-a (MAD3)

fue donado a partir de una librería obtenidade macrófagosadherentescomo un gen de



*~IS—*F ~

Introducción

activacióntemprana(Haskill y cols.,1991).La región terminal de la píOS tiene actividadIkB

(Henkel y cols.,1992; Inoue y cols.,1992; Rice y cols.,1992).El proto-oncogenBcl3 fue

identificado en el punto de fracturade una translocación14:19 en la región IgH—cc de una

leucemia de células B (Ohno y cols.,1990). El gen de di-osophila, cactus,se identificó

genéticamentecomoun reguladornegativodedorsal(Geslery cols.,1992;Kidd.,1992).

Tabla8. PROTEÍNASCON ACTIVIDAD IkB

Proteínas Proteínasa las veseune

IkB-a (MAD3) p65,c-rel y suscomplejos

IkB-f3 páSy suscomplejos(7)

IkB-y p50, p52

Bcl-3 pSO,p52

Cactus dorsal

d. Regulaciónde las»rote(nasdela familiaNF-kB

.

La actividad de los factores de la familia rel/NF-kB es regulada por distintos

mecanismos:- regulaciónde la transcripción

- regulaciónde la translocaciónnuclear

- composiciónde loscomplejosy variacionesen la secuenciaconsenso

- interaccióncon otrasproteínas

d.1.RegulacióntranscripcionaL

El control transcripcionales un mecanismoesencialde regulacióngénica.La expresión

diferencialde determinadosmiembros de la familia rel/NF-kB e IkB en distintos tejidos y en

diferentesestadosde desarrollocondicionarála fonación de los diferentescomplejosy la

activaciónde distintosgeneskB-dependientes.Aunque algunoscomplejosde la familia rel/NF-

lB comop50/p65son detectablesen el citosol de todos los tipos celularesestudiados,otros
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componentesse inducenpor distintos estímulos.Así, la activación linfocitaria y monocitaria

originaunainduccióntranscripcionalde píOS,plOO, c-rel e IkB-a (Bours y cols.,1992;Payáy

cols.,1992;Haskill y cols.,1991;Schmidty cols.,1991;Baldwin y cols.,1991).

Existe tambiénuna regulaciónen la expresiónde los distintos elementosrel/NF-kB

segúnel estadiode diferenciación.En las célulasB existeun controlcomplejode la regulación

de las proteínasrel/NF-kB: en células pre-B, existencomplejospSO/páS en el citosol que

pueden ser translocadosmediante activación con LPS. Sin embargo en las células B

diferenciadasapareceuna actividad rel/NF-kB formada por complejos p50/c-rel (Liou y

Baltimore.,1993).

J2.Regulaciónde la transiocaciónnuclear.

r Se ha descrito la localización nuclearde factoresNF-kB en un númeroreducidode

tipos celulares, esencialmentelinfocitos B y células de estirpe mielomonocítica (Liou y

y Baltimore.,1993;Griffln y cols.,1989).Sin embargo,en todas las células estudiadashastael

r momento se ha detectadola presenciade factoresrel/NF-kB en el citosol. Estos factores
puedenser translocadosal núcleoen el curso de los procesosde activacióncelular donde

y actúansobre sus dianasen las regiones reguladorasde los distintos geneskB-dependientes

(Vitelizier y cols.,1990,Schutzey cols.,1992;Mathias y cols.,1993).La regulaciónde los

y factores reUNE-kB se produceesencialmentemedianteel secuestrode los mismos en el

u compartimentocitoplásmicode la célula (Figura 7) debido a su unión con las proteínasde laserielkB (Tabla8).

y
La regulaciónde la translocaciónde NF-kB serealizapor dosmecanismos:proteolisisy

fosforilación.Las moléculasde PSO y p49 son sintetizadascomoprecursoresde 105 y lOOkD

de pesomolecularrespectivamentey tienenuna localizacióncitosólica. La proteolisisde los

precursorespermiteque las señalesde localizaciónnuclear(NLS) transíaquenlas subunidades

pSay p’19 al núcleo celular(Henkel y cols.,1992;Neumanny cols.,1992;Inoue y cols.,1992;

Liou y cols.,1992;Ricey cols.,1992).
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El segundomecanismoes el de fosforilación. Las protéinasPSO, p49 y c-rel pueden

formarheterodímeroscon la subunidadp65. Estaa suvezpuedeinteractuarcon proteínaslkB

(Ik.Ba, lkBji) queretienenel complejoen el citosolcelular. Estaunión IkB-pSO/p65puedeser

rotamediantela fosforilaciónde IkB. In vitro sehademostradoquetantoproteinkinasasC, A,

~y caseinkinasasII puedenmediaresteproceso(Ghoshy Baltimore., 1990; Link y cols.,1992;

Diaz-Meco y cols.,1993).La activaciónde dichas kinasas se produceen el curso de los

procesosdeactivacióncelular,especialmentedurantelos fenómenosde reconocimientoinmune

y los inducidospor citokinas (Tong-Starskeny cols.,1989;Hazan y cols.1990; Osbom y

cols.,1991;Schutzey cols.,1992; Mathias y cols.,1993; Diaz-Meco y cols.,1993;Arenzana-

Seisdedosy cols.,1993; Beggy cols.,1993). La fosforilación de IkB y la consiguiente

translocaciónde NF-kB puede representar un elementocomún a la regulaciónde los

mecanismosdeactivacióninmunológicoy ala reactivacióndelVIII.

Figura 7. REGULACIóN DE NF-kB
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4.3.Composición de los complejos y variaciones en el consenso.

La especificidaden la activación de diferentes genes puede ser función de la

composiciónde los complejosde la familia rel/NF-kB. Aunque agrupadosen la mismafamilia,

cadaproteínaindividual rel/NF-kB o cadacomplejoheterodiméricopuedediferir de los demás

en cuantoa su afinidad de unión a diferentesconsensos,interaccióncon otras proteínaso

actividad transcripcionalen un consensokB determinado.Son estasdiferenciasentre los

distintosconsensosy complejosproteicoslas quecondicionaríanla expresióndiferencialde los

distintosgeneskB-dependientesen funcióndel tipo celulary del estadode activación(Tabla7)

(Kang y cols.,1992; Hanseny cols.,1992; Fujita y cols.,1992; Khretzschmary cols.,1992;

Nakayamay cols.,1992;Perkinsy cols.,1992;Tan y cols.,1992).

Estahipótesisse ve apoyadapor los siguientesdatosexperimentales:en primer lugar,

no existeunaasociaciónaleatoriade todaslas combinacionesposiblesentrelos miembrosde la

familia rel/NF-kB. Así, no existenhomodímerosde RelB, y esta proteínano puedeformar

heterodímeroscon páS o c-rel, aunquesí con pSO y p52 (Rysecky cols.,1992);en segundo

lugar, la afinidadrespectoa los diferentesconsensoses diferentesegúnla composiciónde los

complejos; por último, la actividadtranscripcionalde un complejodado varíasegún seael

consensoal quese une. Ejemplosde ésto lo constituyenlos homodímerosde pSO, que son

transcripcionalmenteactivos sobreel gen de Ff2 y Ig/VIH, pero no inducenel promotordel

interferón ji (Fujita y cols.,1992);tambiénlos heterodímerosde p50/páSy p52/p65,quepueden

unir prácticamentetodos los consensosdescritosaunquesólo los heterodimerospSO/p65son

activossobrelos promotoresde Ff2 eIL2R (Perkinsy cols.j992;Schmidty cols.,199~fl.

4.4. Interaccióncon otrasproteínas.

Las proteínasrel/NF-kB interaccionancon otras proteínasno sólo en el caso de su

regulaciónnegativacon las proteínasde tipo IkB sino con otras que puedenactuarcomo

cofactoresen la transcripciónde los geneskB-dependientes.Se han descrito interacciones

proteína-proteínaentrep65 y el factor de transcripciónAPi en la regulacióndel gen del

receptorde interleukina2 (Steiny cols.,1993);existeunacooperaciónen la induccióndel gen
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de interferón fi entrepSO/páSy la proteínaHMG 1(Y) mediantela unión de éstaa la hélice

menordel consensokB (manosy Maniatis.,1992);una interacciónentrepSO y el factorNF-

ILá ha sido descrita “in vitro” aunque el papel funcional de esta interacción no está

completamenteexplicado(Leclairy cols.,1992).

V Un caso muy particular es el de Bcl3. Estaproteinaes capazde interaccionarcon

homodímerosde pSO e inhibir suunión al ADN. Sin embargo,algunosautoreshandemostrado

y que Bcl3 presentaunaactividadtranscripcionalcuandose unea la p50. Segúnestosresultados,

el complejo Bcl3/p50 seríatranscripcionalmenteactivo y en el mismo, al igual que en los

y
complejosheterodiméricospSO/p65,la proteínap50constituirlael dominiode uniónal ADN yy Bcl3 el dominio transactivador.Paradójicamente,Bcl3 podría actuarsimultáneamentecomo

inhibidor de la uniónde pSI) al ADN y comoactivadorde la la transcripciónduranteel tiempo

y en el que el complejopSO/Bcl3 seencuentraunido al ADN (Franzosoy cols.,1992;Hataday

y cols.,1992;Kerry cols.,1992;Boursy cols.,1993;Nolany cols.,1993).

4.5. Conclusion.

Al ser una familia de factores de transcripción que actúan sobre múltiples genes

inducibles, las proteínasrel/NF-kB se encuentransometidasen la célula a una regulación

estrechay complejaquetiene lugaradistintosniveles.DadoqueNF-kB esademásun elemento

esencialen la iniciaciónde la transcripciondelVIII, el estudiode los mecanismosde regulación

de la actividad transcripcionalde las proteínas de la familia rel/NF-kB tiene una gran

importanciaen la comprensióndelos mecanismosde latenciay reactivacióndel VIII.



2. HIPÓTESIS DE TRABAJO
OBJETIVOS
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2.1. Hipótesis de trabajo.

a.La transerincióndel VIH esreruladade forma diferenteen linfocitos CD4

normalesy en líneaslinfoblastoidesT

.

La hipótesis de partida del presentetrabajo consideraque la iniciación de la

transcripcióndel genomadel VIH se encuentrareguladade forma diferenteen linfocitos T

normalesy en líneas linfoblastoides tumorales.Por lo tanto, los fenómenosde latenciay

reactivaciónvital tendránrequerimientosdiferentessegúnel tipo celularconsiderado.

Estahipótesissebasaen los siguientesdatosclínicosy experimentales:

F 1. En el contextocelularde los linfocitos CD4,el VIH permanecemayoritariamenteen

un estadode latencia.Aunqueunagran proporciónde linfocitos CD4 (hastaun 30% en los

y órganoslinfoides) se encuentraninfectadospor el VIII (Embretsony cols.,1993; Pantaleoy

y cols.,1993),el porcentajede células en las que existe una replicación detectablees muy

reducido(<1%).

y
2. Esta noción se ve reforzadapor los hallazgos “in vitro” que muestranque no es

posible detectarningunareplicaciónvital en sistemasde infección de PBLs “in vitro” ni en

y linfocitos aisladosde pacientesseropositivosen estadode reposocelular. Sin embargo,la

activaciónde los linfocitos CD4 mediantemitógenos,citokinaso antígenosoriginaunarápiday

[ masivatranscripcióndel genomadel VIII y la generaciónde unaprogenieviral (Barré-Sinoussi

y cols.,1983; Popovic y cols.,1984; McDougal y cols.,1985; Follcs y cols.,1986a;Zack y

y cols.,1990;Bubrinskyy cols.,1991;Sakselay

3. A diferenciade lo observadoen linfocitos CD4 normales,la infección por el VIH de

líneas linfoblastoides T origina una intensareplicacién viral en ausenciade estímulosde

activacióncelularadicionales(Adachi y cols.,1986;Harrichy cols.,1990).
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F Por lo tanto, el entorno celular de los linfocitos CD4 permitiría al VIH desarrollarsu
ciclo biológico en distintasfases:en situaciónde reposocelular,el VIH permaneceríaen un

y estadoquiescentey únicamenteen el contextode la activacióndel linfocito CD4 seproducirla

la reactivacióndel genomadel VIH y la replicaciónviral masivasubsiguiente(Virelizier.,1990).

Por el contrario,en lineas linfoblastoidesla infección por el VIH no presentaríauna fasede

y latenciasino de replicación continúaal existir una activación“basal” de los mecanismosque

permitenla transcripcióndel genomaviral.

y
b. El factor de transcrinción NF-kB esesencialen la transcrinción del renoma del

y VIII en linfocitos Cfl4 normalesnro no en líneaslinfoblastoidesT.

.

y
La segundahipótesisde trabajopropugnaqueNF-kB esel principal elementoinducible

que regulala transcripcióndel genomavital en el contexto celular de los linfocitos CD4,

mientrasqueen las líneaslinfoblastoidessu papelno seríaesencialen la replicacióndel VIH.

Estahipótesissefundamentaen los siguientesdatos:

1. La iniciación de la transcripciónvital es dependientede factores celulares que

interaccionancon las secuenciasreguladoraslocalizadas en el LTR del VIII. Entre los

elementosreguladoresexistentesen el LTR se han descrito dos consensosparael factor de

y transcripciónNF-kB (Jones.,1989;Cullen y Greene.,1989;Gaynor1992).NF-kB es a su vez

uno de los factores de transcripcióninducidos en el curso de los procesosde activación

y linfocitaria T queoriginanla reactivacióndel VIII. Porlo tanto,la translocaciónnuclearde NF-

kB en la célula infectadano sólo activaríalos genescelularesNF-kB dependientes,sino que

y actuaría ademássobre el “enhancer” del VIH iniciando así la transcripción vital (Israel y

E cols.,1989; Osbom y cols.,1989; Tong-Starskeny cols.,1989; Hazan y cols.,1990: Beg y
cols.,1993).
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2. Una vezquese inicia la transcripcióndel genomadel VIII, la producciónde Tat, el

transactivadorvital autólogoaumentaenormementela transcripcióndel genomaviral (Sharpy

Marciniak.,1989;Jones.,1993;Cullen.,1993).Dado que se ha descritounacolaboraciónen la

transcripcióndel VIII entreTat y factorescelularesquese unen al LTR viral, incluyendoNF-

kB, este factor podríaser un elementoesencialen la replicación del VIH, no sólo actuando

comoiniciadorde la trancripción,sinocomoelementocolaboradorconla proteínaTat.

y En resumen,se ha demostradoque la activación de los linfocitos T y la inducción

simultáneade NF-kB modifican radicalmentela permisividadpara la replicación del VIH en

y estetipo celular. La transiocaciónde NF-kB podría representarpor lo tanto el mecanismo

y responsablede la iniciación de la trancripcióndel genomavital en el cursode los procesosde

activaciónlinfocitaria y el principal elementoreguladorde la replicacióndel VIII a partirde su

V estadode latencia(Virelizier.,1990).

Sin embargo,el papel de NF-kB como elemento esencialen la regulaciónde la

xtplicacióndel VIH escuestionadoapartir de dashechosexperimentales.

a. En líneaslinfoblastoidesT la inducción del enhancervital y la replicacióndel VIH

sonindependientesde la activacióncelulary de la translocaciónnuclearde NF-kB.

b. Por otra parte, se ha demostradoque provirus deletadosen las secuenciaslcR en el

LTR pueden replicar con intensidadsimilar a provirus salvajes en blastos linfocitarios

infectados“in vitro”.

Estos datos contradictoriossobre la importancia de NF-kB en la reactivacióndel

genomadel VIII debenserclarificadosmedianteel estudiodel funcionamientodel LTR y de la

infecciónviral en modeloscelularesrelevantesy próximosa la infecciónvital “in vivo”.
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En nuestrahipótesisde trabajo, dadoslos diferentesrequerimientostranscripcionales

existentesentre linfocitos T normalesy líneas linfoblastoides,el análisis molecularde los

mecanismosde latenciay reactivaciéndel VIH y el papel de NF-kB en esteprocesodebeser

estudiadoen el contextocelular de los linfocitos CD4. Este sistemaes el único que nos

permitiráextraerconclusionesrelevantessobreel comportamientobiológico del VIH “in vivo”.

2.2.Objetivos.

El objetivoglobal del presentetrabajoesdesarrollarun modeloexperimentalquenos

permita estudiarla transcripcióndel VIII en un contextocelularrelevanteconel ffn de analizar

y compararlos requerimientosde transactivacióndel LTR y de replicaciónviral existentesen

linfocitos CD4 normalesy en unalínealinfoblastoideT.

Los objetivosconcretosson:

1. Analizarel papeldel factorde transcripciónNF-kB en la regulaciónde la transactivación

del L1X en linfocitos CD4normalesy enlineaslinfoblastoidesT.

2. Estudiarel papelde la proteínaTaty su cooperacióncon NF-kB enambostipos celulares.

3. Analizarlos factoresde transcripcióndela familia rel/NF-kB existentesen linfocitos CD4 en

estadodereposoy trasactivación.

4. Definirel papelde NF-kB en la replicacióndel VIH en linfocitos CD4.

Los modelosexperimentalesdesarrolladospararealizarestosobjetivosson:

1. Sistemasde transfeccióntransitoriade linfocitos CD4 en reposoy lineaslinfoblastoidesT.

2. Sistemasde infeccióndelinfocitos CD4conprovirusmutadosen las secuenciasNF-kB.

3. Análisis molecularde los factores de transcripciónde la familia NF-kB medianteel

estudiode la interacciónADN-proteínas(retardoengel) y WesternBlot nuclear.
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MATERIALES

3.1. Células.

Liban es un clon celularderivadode la línea Jurkatt (Israel y cols.,1989).Es un

linfocito Tde fenotipoCD3+, CD4+, DR-.

BE~ esun clon celularderivadode la líneaA3.01 quecontieneuna copiaintegrada

del VIH (Folks et al., 1986b).

Los linfr~ix~~DA de sangreperiféricafueron obtenidosa partir de la fracción

leucocitariadedonantesde sangresanos.

3.2. Plásmidos.

a. Vectoresde expresióny vectoresmarcadores (Figura 8)

.

El plásmido LTRWT-Luc y LTRAiCB-Luc (Bacheleriey cols.,1991)contienenla

secuenciade nucícótidoscomprendidaentre-6441+78quecorrespondena la región U3+R

delLTR de la cepaLAI del VIH. En el vectorLTRAKB-Luc el tandemde elementosNF-

kB ha sido deletadoy reemplazadopor la secuenciade restriccióndel enzima BclI (Du y

cols., 1989).Estassecuenciasdel LTR fuerondonadasen el sitio HindIII del plásmidopC-

Luciferasa(Schwartzy cols., 1990). La proteínaTat del VIH fue expresadaa partir de

diferentesvectores:Los plásmidosLTRWT-Tat y LTRAiCB-Tatcontienenel cDNA delgen

Tat del VIH donadobajo el control del LTR del VIH en su forma completao deletadade

las secuenciaskB respectivamente;el plásmidoLTRWT-ATatquees utilizadocomocontrol

negativoen variosexperimentosfue construidodonandobajo el control del LTR completo

un cDNA de Tatquecodificapor unaproteínatruncadaen los primeros30 aminoácidosdel

extremoamino-terminaly quepor lo tantono es funcional;el plásmidoCMV-Tat contiene

un cDNA funcional de la proteína Tat situado bajo el control del promotor del

Citomegalovirus(Hazany cols.,1990).
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El vectorTK-Luc (Hazany cols.,1990)contieneel promotormínimo de la Timidín

Kinasa de Herpes Simplex. El vector ConA-Luc (Arenzana-Seisdedosy cols.,1993)

contieneel promotorde la Conalbúmina.

Los vectoresRSV-Luc y CMV-Luc (Schwartzy cols..,1990)expresanel gen de la

luciferasabajo el control de los promotoresvirales heterólogosdel Virus del Sarcomadel

Rousy del Citomegalovirushumanorespectivainente.

El plásmidoCMV-pSO (Kieran y cols. 1990) contieneel cDNA (fragmento Xho,

498 aminoácidos)del gen de la subunidadpSO de NF-kB donado bajo el control del

enhancer-promotordeCitomegalovirus(VectorpRC-CMV, Invitrogen).

b. Vectoresnrovirales(FiQura Ql

.

En los experimentosde infección se utilizaronclones proviralessalvajeso mutados

en el consensokB, cedidospor el Dr.Richard Gaynor(Division of Molecular Vitology,

SouthwesternMedical Center,UniversityofTexas,Dallas,USA). Las secuenciasde dichos

provirus se encuentrandivididas en dos plásmidosdiferentes:El fragmento5’ tanto del

provitus salvaje como del mutado en el consensokB (pUC5’HIVarm) correspondeal

LTR5’y los genes gag y poí, y deriva de los clones moleculares SF2 (fragmento

BamHI/SphI) y HTLV-IIIB (fragmentoSphl/NcoI); el fragmento Yde ambosprovitus

(pUC31-IIV-arm)correspondientea los genestat, envy LTR3Ñ derivaenteramentedel clon

SF2.Estosplásmidosno son infecciososaisladamentepero originanunaprogenieinfecciosa

si son digeridospor los enzimasde transfecciónBglI y NcoI y se co-transfectancon su

plásmidocomplementario.Las mutacionesintroducidasen el consensoNF-kB del LTR se

describena continuación(subrayado)

-106 -77
-CJJfl~LACTVrCCGCrfl~ACTrFCCAGG
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FIGURA 8. PLASMIDOS UTILIZADOS
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Figura 9. VECTORES PROVIRALES

DUC5~HIV-a~

SgU

3.3. Activadores utilizados.

FI forbolmiristato acetato(PMA, Sigma)se utilizó adosisde 25 ng/ml. El rnitógeno

phytohemaglutinina(PHA, Wellcome) se utilizó a una concentraciónde 5~ig/ml. El

anticuerpoanti-CD3 (T28) activa los linfocitos T atravésdel receptorclonotípicoCD3-Ti y

se utiliza en forma de ascitis a una concentraciónfinal de 1/1000. La 1L2 recombinante

(Proleukin,Cetus)seutilizó adosisde áOng/ml.

3.4.OI¡gonucleótidosy sondas.

Los oligonucleótidosutilizados (Bio-Synthesis)contienenel dobleconsensoNF-kB

tal comoseencuentraen el enhancerdel VIH. Susecuenciaesla siguiente:

5-
AGCT TAC AAG OGA C’IT TCC ocr ooo GAC rrr CCA 000 A

ATG flC ca GAA AGG CGA CCCCIII AAA CGT CCC 1TCGA

BpmHl Ncc

!

y
y
y
y
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La sondaLTR utilizadaen los experimentosde cuantificaciónde ADN derivade un

fragmentode 660 bp obtenidopor digestióndel vector LTRWT-Luc con la enzimade

restricciónAval.

3.5.Mediode cultivo.

Los distintos tipos celulares fueron mantenidosen medio de cultivo RPMI

suplementoconglutamina,antibióticoy 10%de Suerode TerneraFetal (SVF).

METODOS

3.6. Aislamientode linfocitosCD4 desangreperiférica

y La fracción leucocitariade las bolsasde sangreobtenidasde donantessanosfue

r diluida al 50%en buffer fosfato-salino(l5OmM CINa, pH 7.2) (PBS), depositadasobre un

gradientede Ficoll-Hypaque (Histopaque,Sigma) y centrifugadaa 800 g. durante20

y minutosa 24 grados.La faseconteniendola fracciónde célulasmononucleares-linfocitos,

monocitosy célulasnatural killer- (PBL) fue lavadacinco vecesmedianteresuspensiónen

y PBS y centrifugación a 200 g para eliminar al máximo las plaquetascontaminantes.

Posteriormentelos PBL (aproximadamente100x106de células por experimento)fueron

F resuspendidosen PBS e incubadosduranteuna hora a 40C en agitación continuacon

r anticuerposdirigidos frente a los epítoposCDS y CDI9 (M740 y M707, Dako), CD1Ó

(Leu-1lc, Beckton-Dickinson)y CD14 (My4, Caulter) a una concentraciónde O.5~xg/106

de células.Tras realizarun lavadocon PES, las células fueron incubadasen medio RPMI

(lngelheim)duranteunahoraa4~C en agitaciónconesferasmagnéticas(Dynabeads,Dynal)

conjugadascon un anticuerpode conejodirigido frente a inmunoglobulinasde ratón. Las

célulasasí marcadasfueron sometidasa separaciónen un campomagnéticoobteniendose

por selecciónnegativala fracciónde linfocitos T CD4+. Se desechóla fracciónseleccionada
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positivamente.La pureza de la población seleccionadanegativamentese valoró por

Citometría de flujo marcando 106 de células con un anticuerpofluoresceinadodirigido

frenteal epftopoCD4 (OKT4a-FITC,Beckton-Dickinson).

En los experimentosen que se utilizaron monocitos de sangreperiférica, estos

fueronaisladosmedianteadherenciaapartirde PBL. 106de PBL fueronresuspendidasen 1

ml de medio de cultivo y depositadasen placasde 24 pocillos (Nunc). Tras incubarse45

minutosa 37~Cen unaatmósferacon5% de CO2, se retiraron las célulasno adheridasy se

afiadió nuevamentemedio de cultivo. Tras 45 minutos de incubación en las mismas

condiciones se retiraron las células no adherentesobteniendoseasí una población

homogéneade monocitos.

y
3.7. Ensayosde transfección.

y Los linfocitos CD4fueronresuspendidosenmedioRPMI suplementadocon 10%de

y SVF y transfectadosmediante choque eléctrico utilizando un electroporadorCelljet

(Eurogenetech).Lascondicionesde electroporaciónpara las célulasJ-Jhanfueron: 260 V,

F 1500 gF y resistenciamáxima. Paralos linfocitos CD4 en reposolas condicionesfueron:

y 320V, 1500 gFy resistencia máxima. Tras la transfecciónlas célulasfueron resuspendidas

en mediode cultivo, estimuladaso rio con los distintosactivadores,y recuperadas24 horas

y despuésde la transfección,lavadasen PBS y resuspendidasen tampónde lisis (Tris Fosfato

2SmMpH 7.8, CI2Mg 8 mM, DTT lmM, Tritón 100-X 1%, Albúmina bovina (BSA) 1%,

F glicerol 15%). La actividad luciferasa se midio cuantificandola emisión lumínica en un

r luminómetro (Lumat LBS0I, Berthold). Paraestose aNadioal lisado celular resuspendido
en 100 gí de tampónde lisis, 100 ¡¿1 de unasoluciónde ATP 5mM (Pharmacia)y luciferina

r 2mM (Promega)en tampón de lisis. La emisión lumínica secuantificó durantelos cinco

segundossiguientesal comienzo de la reacción enzimática.Los datos se expresanen
Unidadesrelativasde luciferasa(RLU), y el cálculoserealizó mediantela fórmula:
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RLU= <emisión lumínica de la muestra-emisiónlumínicadeltamnóndeIisis~

106 células.

3.8. Ensayosde unión DNA-proteína.

y a. Marcaje delas sondas

.

Las dos hebrascomplementarias(SOOng) fueron resuspendidasen solución STE

y (ClNa 0.IM, Tris pH8 lOmM, EDTA lmM) e hibridadasmediantela exposiciónsucesivaa

882C durante2 minutos, 659C durante10 minutos y 5 minutos a temperaturaambiente

y (TA). El marcajeserealizómediantela reacciónde la polimerasade Klenow. La reacciónse

realizó en un volumen final de 10 gí y en la misma se utilizaron 100 ng de la sondahibridada, 10¡xCi de cz-dCTP P32 (Amersham)con una actividadde 3000 Ci/mmol, lgl de

F enzima(Boebringer),dATP, dGTPy dTl’P a una concentraciónde 2mM y igl de tampón
de reacción(CI

2Mg 5mM, Tris-CIH lOmM, CINa lOOmM y 2ME lmM). La reacciónse

1 realizó durante30 minutosa TA y al final de la mismase cebéaliadiendoa la reacción

y dCTP filo a una concentraciónde 2OmM durante 5 minutos. La sonda marcadafue

purificada mediante paso por columna de SephadexG-10 (Clontech). La actividad

U específicade marcajesecalculéen un contadorbeta(LKB).

y b. Preparación de los extractos nucleares

.

Lascélulas(10-20x106 porpunto)fueronlavadasen PBSy resuspendidasen lml de

F tampónA (Tabla9) durante5 minutosa 4
0C. Posteriormentefueroncentrifugadasa 6500

y rpm, ‘WC durante5 minutosy lavadasen tampónB. Tras una nuevacentrifugación(6500

rpm, ‘WC, 5 minutos) el boton celular fue resuspendidoen tampón C. La elución de las

proteínasserealizómedianteagitaciónsuavea ‘WC durante30 minutos.El sobrenadantese

recuperótras centrifugacióna 6500 rpm, ‘WC, 15 minutos, y la cantidadde proteínase

estimémediantela reaccióndeBradford (Bio-Rad).
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TABLA 9. Composiciónde los tamponesde extracción de proteínasnucleares.

Reactivos Tampón A Tampón B Tampón C

HepespH 8 lOmM lDmlvl lOmM

NaCí 5OmM SOmM 350mM

Sucrosa 0.SM

EDTA lmM lmM lmM

Spennidina 0.SmM 0.SmM 0.SmM

Spermina 0.l5mM 0.lSmM 0.l5mM

Tritón X-100 02%

Glycerol 25% 25%

PMSF lmM lmM lmM

Leupeptina &ális~J.. 9á~~
Pepstatina

Aprotinina 0.2U/ml 0.2U/ml 0.2U/ml

-merca toetanol 7mM 7mM 7mM

cEnsavode unión DNA-yrotelna

.

La reacciónse realizóen un volumenfinal de 20 gí. Paracadaensayose utilizaron

3gg de proteínanuclear,4~ig de poly dI-dC (Pharmacia)comoinhibidor inespecífico,3~xg

de Albúmina Bovina (BSA, Boehringer),y 4i.tl de tampón5x (Hepes37.5mMpH8, CINa

l7SmM, Q2Mg 5mM., EDTA O.25mM, DU 2.SmM y glicerol 37.5%). Tras una

incubaciónde 15 minutosa TA se afladieron50.000cpm de sondamamada.Los complejos

seanalizaronmediantemigraciónen gel de poliacrilamida al 5% en 0.5X TBE (Tris 25mM,

ácidobético2SmM,EDTA O.SniM). Trasunaelectroforesisdedoshorasa 150V,el gelfue

secadoal vacio a 80
9Cy autoradiografiado.
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d. Especificidadde la reacción

.

La especificidadde la reacciónse valoró mediantecompeticióncon oligonucícótido

no marcado,anticuerposespecíficosfrentea la subunidadpSO de NF-kB o IkBct (MAD3).

Los anticuerposfrente a la p50 (Cedidosporel Dr.R.T.Hay,Departrnentof Mycrobiology,

Universityof St.Andrews,13K) seobtuvieron por inmunizaciónde conejoscon la proteína

recombinante.La proteínaMAD3 (IkBcc) seexpresóa partirdel vectorpGEXen formade

una proteína de fusión glutation-S transferasay fue purificada por cromatografíade

afinidad. En los ensayosde competiciónse utilizaron oligonucícótidosno marcadosen un

excesode concentraciónrespectode la cantidadde sondautilizadade 40 veces, 1 ~álde

anticuerpoanti p50 o 20 ng de IkBa. El extracto nuclear fue preincubadocon los

competidores10 minutos a temperaturaambienteantesde realizarla reacciónde unión

ADN-proteína.

3.9. Análisiscuantitativo del ADN de bajo pesomolecular.

El ADN de bajo peso molecularen el compartimentonuclearfue purificado por

acuerdoal métodode Hin (1967). Esteprotocoloque fue concebidooriginalmentepara

extraer el ADN vii-al de células infectadas puede ser utilizado para extraer el ADN

plasmídico (Bachelerie et al., 1991). Las células transfectadas(CD4 o J-Jhan)se lavaron

dos vecesen PBS y losnucleoscelularesfueronaisladosmedianteextracciónen TampónA

tal como se describe en el punto3.8.b. Los núcleosfueronresuspendidosen unasoluciónde

lisis (Tris 0.1M, EDTA 0.01 M., SDS 0.5%) y la precipitación diferencial del ADNde bajo

pesomolecularse realizó mediantela adición de CINa 4M, incubandosea ‘WC durante18

horas. La solución se centrifugó a 12.000 rpm, ‘WC, 30 minutos. Se recuperó el

sobrenadanteal que se añadióproteinasaK (200jsg/ml) incubandosedurante12 horasa

379C. Posteriormentese realizó una extracción en fenol-cloroformo y una doble

precipitaciónen etanolabsolutoen presenciade Acetatode Sodioa una concentraciónfinal

de 0.3M. Tras centrifugara 12.000 rpm, ‘WC, 30 minutos,el precipitadofue resuspendido
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en TE (Tris CIH lOmM, EDTA lmM). Diluciones seriadasdel ADN plasmídico se

transfirierona unamembranade nylon (Bio-Rad) utilizando un aparatode Slot-Blot. La

membranafue hibridadacon un fragmentode restricciónAya 1 de 660 pb obtenidoa partir

del plásmido LTRWT-Luc. Esta sonda fue marcadacon a-dCTP P32 utilizando la

polimerasade Klenow. Tras hibridación la membranafue lavada sucesivamenteen 2X

SSC/SDS0.1%aTA dosveces15 minutos, lx SSQ’SDS0.1%a 659C, 15 minutosy 0.1X

SSC/SDS0.1% a 652C, 15 minutas,secaday reveladamedianteautoradiografia.El ADN

correspondientea un número similar de células no transfectadasse utilizó como control

negativo.

3.10. Sistemas de infección con provirus.

Los plásmidosconteniendolas secuenciascomplementariasde los provirus HIV

completosy mutadosen las secuenciaskB fuerondigeridoscon los enzimasde restricción

BglI/NcoI y cotransfectadosen las célulasJ-Jhan.El sobrenadantede cultivo de las células

infectadasfue clarificado mediantecentrifugación(800g, 10 minutos). Posteriormentese

realizó unaultracentrifugaciónde dichossobrenadantes(400.000g, 10 minutos) utilizando

unaultracentrifugade mesaBeckman11100con el fin de precipitarlas paniculasvirales.

Los virus así precipitados fueron titulados cuantificando la proteína p24 asociadaa

panículasvitalesutilizandoun testde ELISA (Coulter).

Linfocitos CD4 no activadosobtenidospor selecciónnegativafueron incubadoscon

los distintos provirus durante 18 horas.Una dosis infecciosade 150 pg de p24/106 de

células fue utilizada. Tras la adsorción viral, las célulasfueron lavadasdos vecesen 50 ml

de PBS y cocultivadasen placas de 24 pocillos (Nunc) con macrófagosautólogos

previamente aislados por adherencia.Las célulasfueronestimuladasconPHA (Wellcome)a

Sgg/ml o anticuerposanti-CD3 a una concentraciónde 1:1000de ascitis. El cultivo se

realizó en 2 ml de medioRPMI por pocillo, suplementadocon 20% de SVFy 6Ong/ml de

Interleukina2 recombinante(Proleukin,Cetus). El medio se renovóen un 50% dos veces
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por semanay semanalmentese añadieronblastosestimuladoscon PHA para cebar el

cultivo. Esteseprolongodurantecuatrosemanas.

3.11.Deteccióndel ADN proviraly de transcritosdeARNm en lascélulasinfectadas.

a. ADWPC&.

Las células fueron lavadas dos veces en PBS. 5x105 linfocitos CD4 fueron

incubadosen tampónde lisis (Tris-CIH SOmM pH 8, ClK 5OmM, Cl
2Mg 2.SmM, Tween

20, 0.45%, NP4O0.45% y proteinasa K 60 gg/ml) a 56
9Cduranteunahora e inactivados

posteriormentea 95~C 10 minutos(Higuchi, 1989).Todaslas muestrasfueronpreviamente

analizadas con un par de primers (PCO4/0H20)queamplifica una región del gen de la II-

globina(Bauery cols.,1991).Esteprocedimientopermiteevaluarla integridaddel DNA, la

presenciade inhibidores de la Taq polimerasay la eficiencia de la reacción. Para la

deteccióndel genomaproviral del VIH se amplificó una región del gen gagutilizando los

cebadores SK38/SK39(Cetus).La reacciónde amplificaciónfue realizadaen un volumen

final de 25 ~±lde tampónde reacción(Tris-CIH lOniM pH 8.3, ClIC SOmM, CI
2Mg 1.SmM,

gelatina0.01%,dNTPs0.2mMy OSgíde cadauno de los cebadores)(Ou, y cols., 1991).

DÚO
5 célulasfueron amplificadasen cadareacción.Una vez que la reacción alcanzólos

822C se añadieron 0.625 U de Taq polimerasa (Promega). Las muestras fueron

desnaturalizadas a 940Cduranteun minutoy se realizaron35 ciclos de amplificación de la

siguiente manera: desnaturalización, 15 segundos a 9YC, “annealing” y extensión durante

un minuto a 609C. Después del ciclo 35, el tiempo de extensiónfue aumentadoa 10

minutos. Todos los procedimientos de preparación de las muestras y amplificación

incluyeron las medidas convencionales recomendadas paraevitar una contaminaciónentre

las muestras o la contaminación de las muestras y reactivos con productos amplificados por

PCR o controlespositivos (Kwok y Higuchi., 1989). Un número similar de células SES

fueronutilizadascomocontrolpositivo. Comocontrol negativose utilizó el mismo número

de linfocitos no infectados.
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b.ARNfCg

Parala deteccióndel ARN del VIH, las células fueron lavadasdos vecesen PBS,

separadasen alicuotasde 106 célulasy almacenadasa -709C hastasu utilización. La misma

cantidad de células BES fue utilizada como controlpositivo. El ARN fue extraídoutilizando

el métododel RNAzoI (Chomczynskyand Sacchi.,1987).Tras tratamientocon un exceso

de DNAsalibre de RNAsa(Boebringer),cadamuestrafue dividida en dos alicuotas. Sobre

unaalícuota se realizó transcripcióninversa utilizando 7.5 U de transcriptasainversa del

virus de la mieloblastosisaviar (Promega)y amplificación con los primers SK3BISK39

segúnse ha descritopreviamente.La transcripcióninversa(42”C durante10 minutos) y la

amplificación (35 ciclos) fueron realizadasen el mismo paso. La segunda alicuota fue

amplificada sin realizar transcripción inversa y fue utilizada como control del

procedimiento. Un número similar de células BES fueronutilizadascomocontrol positivo.

Comocontrolnegativoseutilizó el mismonúmerodelinfocitos no infectados.

c.D eleccióndelosoroductosdePCR

.

Para la detección de los productos de PCR, tras la amplificación, lOjil de la reacción

fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa al 2% y visualizados por

transiluminación ultravioleta. El ADN fue transferido a una membrana de nylon (Zeta

Probe,Bio-Rad) mediantetransferenciaalcalina(Reedy cols., 1985)e hibridadacon 106 de

cpmde la sondaSKI9 marcadacon P32, que codificapor un sitio internodel productode

amplificacióndel gen gag (Kellogg y Kwok., 1990). La hibridación se realizó durante12

horas a 550Cen tampón de hibridación (SxSSPE,lx Denhardt’s,1% SDS y 10%sulfatode

dextrano). Las membranas fueron lavadastres vecesen 2X SSPE/O.1%SDS a 552C y

autoradiografiadas.
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4.1. Los linfocitos T CD4 en estadode reposopresentanun entornocelularpoco

permisivoparala actividadtranscripcionaldel VIH.

Par medio de ensayosde transfeccióntransitoria hemoscomparadola actividad

transcripcionaldel LTR del VIH en linfocitos CD4 aisladosde sangreperiféricay en una

línealinfoblastoide- J-Jhan-derivadade la líneatumoralJurkatt.

Paraestohemostransfectadovectoresconteniendolas secuenciasreguladorasU3+R

del LTR del VIH y el gen de la luciferasa como marcador.Mediante este tipo de

construcciones,la transcripcióndel gen de la luciferasa- unaproteínano expresadaen

célulasde mamíferos-seencuentrabajo el control del LTR del VIIi, y la medidade su

actividadenzimáticareflejala actividadtrancripcionaldel LTR.

En los linfocitos CD4 en reposo obtenidos de sangre periférica, la actividad

trancripcionalespontáneadel vector LTRWT-Luc fue extremadamentebaja, situandoseen

niveles muy próximos al umbral de detecciónde la actividad luciferasapor luminometría

(Figura 10). El nivel de expresióndel LTR del VIH en linfocitos CD4 oscilé entreO y 71

unidadesrelativasde luciferasa(RLU) pormillón decélulas.

Por el contrario,en la líneacelular J-Jhan,el nivel basalde actividadtranscripcional

del LTR medidapor la actividad luciferasafue extraordinariamenteelevado,del ordende

50a 1.000 vecessuperiora los nivelesencontradasen los linfocitosCD4 en reposa.Como

se demuestraen el experimentorepresentativode la figura 10, esta intensa actividad

transcripcionalfue independientede la acción del enhancerNF-kB ya que un vector

deletadoen las secuenciasconsensoNF-kB en el LTR mostré niveles de transactivacién

similaresa los del vectorsalvaje.La intensaactividadtranscripcionalobservadaen la línea

J-Jhanes por lo tanto debido a factoresenchancer-promotordistintos de NF-kB y que

interaccionancon otras secuenciasreguladorasdel LTR o con el complejotranscripcional

primario.
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En resumen, estos datos muestran una importante diferenciacuantitativa en la

actividadbasaldel LTR del VIH en linfocitos normalesy en célulastumorales.Así mientras

en linfocitos CD4 la actividad transcripcionalbasaldel LTR es muy reduciday cercanaal

lñnite de sensibilidadde la técnica,en la línealinfoblastoideT estudiadaexiste unaintensa

actividadtranscripcionalbasaldel LTR independientede las secuenciasreguladorasNF-kB.

RLU/106 ceis

10000

1<

F5½~T.LUC
[3jr.LUC

FIGURA 10. Comparación de l~ expresión basal e inducida del LTR del VJH en linfocitos CD4
normalesyen la tinca Inmoral J-Jhan.

Un total de 2x107 linfocitos CD4 aislados de sangre periférica o células 1-iban fueron transfectados
por electroporación con i~igiO6 de células del plásmido indicado. Tras la transfección las células fueron
mantenidas sin activación o fueron estimuladas con 25 ng/ml de PMA. Veinticuatro horas después de la
b,ansfección se realizó el contaje del número de células viables y se midió la actividad luciferasa por
luminometría. Los resultados se expresan en “Unidades relativas de Luciferusa” (RiLU) por millón de
células. El número situado sobre las barras indica el nivel de amplificación de la actividad luciferasa
respecto de la actividad del pl~smido LTRWT-Luc transtectada en el misma tipo celular. O Plásmido
LTRWT-Luc; U Plásmido LTRAkB-Luc. Se muestra uno de diez experimentos representativos.
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4.2. Diferentes promotores seexpresana bajo nivel en los linfocitos CD4.

Conel fin de estudiarsi la débil expresióndel LTRWT-Luc en linfocitos CD4 esun

casoparticular realizamosanalizamosla expresiónde vectorescon diferentessecuencias

enhancer-promotoren linfocitos CD4 medianteexperimentosdetransfeccióntransitada.

Comose muestraen la figura 11 la expresiónde la mayoríade los pl4smidosen los

que la luciferasaseencuentrabajo el control de promotoresdébiles, no fue detectableen

linfocitos CD4.

Unicamenteel vector CMV-Luc alcanzóniveles de luminiscenciaelevadossobreel

unibralde detecciónde la técnica. En cualquiercaso,los nivelesde expresiónfueronmuy

inferioresalos encontradosenla línealinfoblastoideJ-Jhan.

Estos resultadosmuestranque el LTR del VIH no es un caso particularde baja

expresión en linfocitos CD4. Es el propio entornocelular de los linfocitos CD4 el que no

permitela expresiónintensade estosvectores,probablementedebidoa la bajaexpresióny

actividadde la maquinadatranscripcionaly a la ausenciade una mayoría de factoresde

transcripciónen las célulasno activadas.

Asimismo estosdatosilustran la dificultad en obtenerbuenosnivelesdeproteínasen

linfocitos CD4 a partir de vectoresde expresiónplasmídicosen los que se han donado

diversoscDNAs. Dadoqueel mayornivel de expresiónseobtuvo utilizandoel promotorde

Citomegalovirus(plásmido CMV-Luc) se eligié este promotor para expresardistintas

proteínasen los linfocitos CD4.
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FIGURA 11. Comparaciónde laexpresiónbasaldediferentesplásmidosen linfocitos CD4normalesy

en la lútea tumoral J-Jhan utilizando comomarcadorla luc(ferasa.
Un toral de 2x107 linfocitos CD4 aislados de sangre periférica o células J-Jhan fueron transfectados

por electroporación con l~Ig/IO6 de células del pl¿lsmido indicado. Veinticuatro horas después de la
transfección se realizó el contaje del número de células viables y se midió la actividad luciferasa por
luminometría. Los resultados se expresan en “Unidades relativas de Luciferasa” (RLU) por millón de
células. El número situado sobre las barras indica el nivel absoluta de unidades luciferasa. O Linfocitos
CD4; U J-Jban.

4.3. Labajaexpresióndel LTR del VIH en linfocitos CD4 no esdebido a una

bajaeficienciaen la transfecc¡óndedichascélulas.

Lasdiferenciasobservadasentrelinfocitos CD4 y la línea J-Jhanpodríaserdebidasa

motivospuramentetécnicosdebidoa la diferentetransfectabilidadde ambostipos celulares.

En efecto, cada célula tiene una mayor o menor resistenciaa la transfecciénque en

ocasionesdependedel métodoempleadoy en otrases debidoa característicaspropiasde la

célula. Poresocuandosecomparanresultadosde actividad transcripcionalentredos tipos

celulareses imprescindibleverificar que la iransfecciónes igualmenteeficaz en las células

comparadas.Habitualmenteestacomparaciónse realiza “normalizando” la transfección

4
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mediantela utilización de un plásmidoque presentaun actividadtranscripcionalsimilar en

los tipos celularesestudiados.

Sin embargo,en el casodelos linfocitos CD4, estaestrategiano esválidaal existir en

estascélulasunabajaexpresióndelos diferentespromotoresestudiados,por lo queninguno

es susceptiblede ser utilizada para normalizar las lransfecciones(Figura 11). Por este

motivo esnecesariocuantificardirectamentelos nivelesde plásmidointroducidosen dichas

célulasy compararloscon los obtenidosmediantela transfecciónde la líneacelularJ-Jban.

Dado que el ADN plasmídicopuedeser incorporadopasivamenteen la membrana

celular,la cuantificacióndel ADN transtectadofue realizadoen el compartimentonuclear

de la célula. De estamaneraevitamosun posible sesgoen nuestrosresultadosy además

determinamosde forma precisala cantidadde plásmido presenteen el nucleo, que es el

compartimentocelularen el queserealizala transcripcióngénica.

Como se muestraen la figura 12 la cantidad de ADN plasmídico introducido en

ambostipos celularesfue similarpor lo que las diferenciasde actividadluciferasaobtenidas

no pueden ser achacadasa un defecto técnico en la transfeccién.En el experimento

mostradoen la figura 12 la actividad luciferasaobtenidaen 106 de linfocitos CD4 no fue

detectable,mientrasqueen la líneaJ-Jhan,niveles similaresde plásmidoa los existentesen

los linfocitos CD4 originaronunaintensaactividadluciferasa(1200RLU/106 decélulas).

En conclusión,el bajo nivel de expresióndelLTR observadoen linfocitos CIX no es

debidoa unatransfecciónineficazdedichascélulassinoa la escasaactividadtranscripcional

existenteen estetipo celular.Asimismo, el alto nivel de actividadluciferasaobtenidoen la

línealinfoblastoideJ-Jhan no es debidoa una mejor transfectabilidadde la mismasino a la

elevadaactividad transcripcionalbasalmente existente en estas células y que permite la

expresiónde losplásmidosintroducidosen las mismas.
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FIGURA 12. Cuant¿ficación del ADN transfectadoen linfocitos CL14 en reposoy en ct’lulas J-Jhwa.
Linfocitos CD4 o células .1-Jhan fueron transfectados con 11¡g/10

6 células del plaismido LTRWT-Luc o
fueron dejadas sin transfectar. El ADN plasmidico fue purificado por extracción diferencial del ADN de
bajo peso molecular en gradiente de Hirt, Diluciones seriadas del ADN de bajo peso molecular obtenido en
cada tipo celular fueron transferidos a una membrana de Nylon utilizando un aparato de Dot-Blot e
hibridados con una senda LTR del Viii marcada con a-P32dCTP. La autoradiografía mostrada se obtuvo
tras seis horas de exposición. Los números en la parte superior de la figura indican el número de células a
las cuales corresponde el ADN obtenido. En el experimento mostrado la actividad luciferasa obtenida en
106 células fue de 1200 RLU en las células J-Jhan y fue indetectable en los linfocitos CD4.

4.4.La inducibilidad NF-kB dependientedel LTR del VIH escomparableen

linfocitos CD4 normales y en célulastransformadas.

La respuestadel LTR del VIIi a la activación celular fue estudiadaen células

linfoblastoidesT y células normales.Como se muestraen la figura 10 en ambos tipos

celulares el tratamientocon PMA indujo una clara transactivacióndel LTR viral. Esta

inducción fue debidaa la transactivacióndel enhancer”NF-kB del VIH. En los dos tipos

celulares,la delecciénde las secuenciasconsensopara NF-kB (Vector LTRAkiB-Luc)

abolió la capacidaddel LTR para respondercon un aumentode la transcripcióna la

activaciónpor PMA. Es importantedestacarque la deleccióndel enhancerNF-kB no se

tradujoen unaalteraciónsustancialde la actividadbasaldel LTR en ningunode los tipos

J-JHAN

a)

+

CD4
+

celularesestudiados.
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4.5. Estudiodel sinergismoentrela activacióncelulary la expresióndela proteínaTat

en la activacióndel LTR del VIH en linfocitos CD4 normalesy la línea

linfoblastoideJ-Jhan.

Conel fin de estudiarla colaboraciónentrela induccióndefactoresNF-kB en el curso

de la activacióncelulary la expresiónde la proteínatransactivadoraTat del VIH en ambos

sistemascelulares,realizamosexperimentosde transfeccióntransitoriautilzandoun vector

quecolocala expresiónde la proteínaTat bajoel controldelpromotordel Citomegalovirus

humano(CMV). Estevectorfue utilizadoal serel promotordel CMV el queseexpresacon

mayorintensidaden linfocitos T enreposo(Figura 11). Mediantesuutilización sepersigue

por tantoobtenerunaexpresiónsuficientede laproteínaTaten estetipo celular.

Comosemuestraen la figura 13 la expresiónde la proteínaTat indujo en ambostipos

celularesunatransactivacióndel LTR del VIH de intensidadsimilar. La activacióncelular

mediantePMA ocasionéasimismouna transactivaciéndel LTR del VIH. Cuandoambos

estímulosactuaronconjuntamenteseobservóun claroefectosinérgicoen la transactivacién

del LTR del VIH. Aunque los valoresabsolutosobtenidosfueron muy diferentesdado el

alto nivel de expresióndel LTR en la línea linfoblastoide J-Jhan,los valores relativos

obtenidosen la induccióndel LTR del VIH fueron del mismo ordencuandose calcularon

los nivelesde amplificaciónde los diferentesestímulosrespectodel nivel de expresiónbasal

del LTR en cadatipo celular(Figura 13).
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FIGURA 13. Transactivacióndel Lii? del VIII en linfocitos CD4y en la línea linfoblastoideJ-Jhw¡
medianteactivación celulary expresión de la proteína Tat. Un total de io~ linfocitos CD4 aisladosde
sangre periférica o células J.Jhan fueron transfectadas on Ijg/106 de células o LTRWT.Luc de forma
aislada o cotransfectadas con el 0.5¡g/106 de células del plásmido CMV-Tat. Despues de la tmnsfección las
células fueron mantenidas sin activar en medio de cultivo o fueron activadas con 25ng/ml de PMA.
Veinticuatro horas después de la transfección se cuantificó el número de células viables y se midió la
actividad luciferasa por luminometrfa. Los resultados se expresan en “Unidades Relativas de Luciferasa” por
millón de células. El número situado sobre las barras indica el nivel de amplificación de la actividad
luciferasa respecto de la actividad del phlsmido LTRWT-Luc transfectado en el mismo tipo celular. El
Linfocitos CD4.U Células 1-Ihan. Se muestra uno de siete experimentos representativos.

4.6. Papel de las secuenciasconsensoNF-kB en la transactivacién inducida por Tat

sobreel LTR del VIH en linfocitos CD4 normales y en la línea linfoblastoide J-Jhan.

La participación de las secuenciasenhancerNF-kB del VIH-LTR en la transactivacién

mediadaporTat fueronanalizadasen linfocitos CD4normalesy en la línealinfoblastaideJ-

Jhan. Ambos tipos celulares fueron cotransfectadoscon un vector LTRWT-Luc o

LTRAkB-Luc y un vector de expresiónde la proteínaTat situado bajo el control del
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FIGURA 14. Papelde las secuenciasconsensoNF-kB en la transactivacióninducidapor Tat sobreel
LTR del VIl en linfocitos (21>4normalesy en la línea linfoblastoideJ-Jhan. Un total de iO~ linfocitos
CD4 aislados de sangre periférica o células 1-Iban fueron transfectadas con los plásmidos LTRWT-Luc o
LTRAkB-Luc (1¡¡~1O6 de células)de forma aislada o cotransfectadas con el plésmido CMV-Tat (O.5gg106
de células). Tras la transfección las células fueron mantenidas sin activar en medio de cultivo o fueron
activadas con 2Sng/ml de PMA. Veinticuatro horas después dc la transfección se cuantificó el número de
células viables y se midió la actividad luciferasa por luminometría. Los resultados se expresan en “Unidades
Relativas de Luciferasa” por millón de células. El número situado sobre las barras indica el nivel de
amplificación de la actividad luciferasa respecto de la actividad del plásmido LTRWT-Luc transfectado en
el mismo tipo celular. El LTRWT-Luc U LTRAkB-Luc. Se muestra uno de siete experimentos
representativos.
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Comose ha descritoen la figura 13, en ambostipos celularesla expresiónde Tat

conileva un aumentoen la transactivaciénde un LTR en el que el consensoNF-kB se

encuentraconservado,existiendo un efecto sinérgico entre la expresiónde Tat y la

activacióncelular.

En la línealinfoblastoideJ-Jhan,la delecciónde las secuenciasNF-kB en el LTR no

modificó la iransactivaciónmediadapor Tat ni alterósignificativamenteel sinergismoentre

la expresiónde Taty la activacióncelular.

Por el contrario,en linfocitos CD4 normalesla delecciéndel consensoNF-kB en el

LTR originaunaabolición completadel efectotransactivadordeTat como se muestrapor

la faltade actividadluciferasaencontradaen dicho tipo celularcuandoel vectorLTRAkB-

Luc escotransfectadoconCMV-Tat.

F Estos datosmuestranuna diferenciacualitativaen el funcionamientodel LTR entre

r linfocitos normalesCD4 y unalínealinfoblastoideT. El mecanismode acciónde la pwtelnaTat es independientedel consensoNF-kB en la líneaJ-Jhan,y sin embargola presenciade

F dicho consensoes esencialen los linfocitos CD4 en reposo para obtenerun efecto

transactivadorde Tat.

r
4.7. En linfocitos CD4 el LTR puedeser inducido por víasalternativas a NF-kB.

En la figura 14 se observaque en condicionesen que el LTR es transactivado

simultíneanientemediantela expresiónde la proteínaTat bajo el control delpromotordel

CMV y la activaciónmediadaporPMA, existeunaactividadluciferasadébil perodetectable

apartirdel vectorLTRAkB-Luc. Esto indicaqueendeterminadascondicionesde activación

celulary en presenciadel transactivadorviral Tat, los linfocitos CD4 podríanexperimentar
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una activación del LTR independientedel enhanceral igual que ocurre en la linea

linfoblastoideJ-Jhan.

Es importante señalarque este efecto es siempre considerablementemenor que

cuandose utiliza un vector LTR queconservalas secuenciaskB y queexistendiferencias

muy importantesentrelos nivelesde activacióndel vectorLTRAkB-Luc en linfocitos CD4

y la líneaJ-Jhan.

4.8. Papelde lassecuenciasconsensoNF-kB en la producciónde la proteínaTat

por el LTR del VIH enlinfocitos CD4 normalesy enla línealinfoblastoide

1-Ihan.

En las condicionesde infección por el VIH, la produciónde las proteínasvirales es

dependientede la regulaciónde la transcripcióndel genoma vital. Entre las proteínas

reguladorasqueamplifican enormementela transcripcióndel genomaviral seencuentrala

proteínaTaí. Sin embargo,la producciónde estaproteínadependedel propioLTR del VIH

y de laregulaciónde la actividaddel mismo.

Con el fin de estudiarel papel de las secuenciasreguladorasNF-kB en la producción

del transactivadorvital Tat, hemosanalizadola transactivaciéndel LTR del VIH por la

proteínaTatcuandola expresiónde éstaseencuentrabajo el control del propio LTR vital.

Para estudiar el papel de NF-kB en este proceso hemosanalizadola transactivación

mediadaporTatcuandola secuenciaconsensoNF-kB seencuentradeletadaen el LTR.

Como se muestraen la figura 15, cuando la producciónde Tat es reguladapor el

propio LTR y no por el promotor del CMV, no se detectaen linfocitos CD4 una

transactivacióndel LTR, probablementedebidoa la falta de producciónde Tat debidoal

bajo nivel transcripcionaldel LTR en estetipacelular.
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Por el contrario, en la línea 1-Iban existe una transactivacióndel LTR cuando un

vector LTR-Tat es transfectadoen estetipo celular independientementede la presenciao

deleccióndel consensoNF-kB en el vectorde expresiónLTR-Tat.

Estosdatosapuntana que la bajaactividadtranscripcionaldel LTR en los linfocitos

CD4 conilevaunaausenciaen la producciónde la proteínaTat y unasituaciónde silencio

globaldel sistema.Sinembargo,en J-Jhan,al enconirarsela transcripción‘abierta debidoa

la intensaactividadbasaldel LTR existeunaproducciónespontineade la proteínaTat que

originaunaintensatransactivacióndel LTRW’I’-Luc cotransfectadoen estetipo celular.

La activaciónmediantePMA originaen linfocitos CD4 una intensatransactivacióndel

LTR cotransfectadocon un vectorde expresiónLTRWT-Tat. Estatransactivaciónes muy

superiora la detectadacuandoel LTRWT-Luc es transfectadoaisladamentey activadocon

PMA. Esto sugierequela activaciónpor PMA actúasobrelos dos vectores- el LTRWT-

Luc y el LTRWT-Tat- originandoen un primermomentola producciónde la proteínaTat y

posteriormenteun efectosinérgicode estaproteínacon la célula activadade forma similar

al observadoenla figura 15.

Esteefectoes abolidocompletamentecuandoseutiliza un vectorde expresiónde Tat

deletadoen las secuenciaskB en el LTR. En estascircunstancias,al ser la transactivación

del LTR dependientedel enhancerNF-kB, no seproduciríala produciónde Tat y el único

efectoobservadoesel queoriginala activaciónmediantePMA sobreel LTRWT-Luc.

Sin embargo,la deleccióndel consensoNF-kB no afectala producciónde la proteína

Tat por el LTR en la línealinfoblastoideJ-Jhan,por lo que el efectode transactivaciónse

observaindependientementede la presenciadel consensoNF-kB en el vector de expresión

LTR-Tat.
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(LTRAkB-Tat). Un plásmido conteniendo una versión truncada de Tal bajo el control del LTR fue utilizado
como control. Tras la transfeccidn las células fueron mantenidas sin activar en medio de cultivo o fueron
activadas con 2Sng/ml de PMA. Veinticuatro horas después de la transfección se cuantificó el número de
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En resumenestosdatosmuestranque la producciónde la proteínaTat a partir del

LIR en las linfocitos CD4 es estrechamentedependientede la activacióncelular mientras

queen la línealinfoblastoideJ-Jhan,la producciónde Tat es independientedel consenso

NF-kB en el LTR.

4.9.AnálIsisde lasproteínasde la familia reí/NF-kBexistentesen el núcleode

linfocitos CD4en fasede reposoy trasactivación.

Extractosnuclearesde linfocitos CD4 fueronanalizadosmedianteensayode retardo

en gel utilizandoun oligonucícótidomarcadoconteniendoel doblemotivo NF-kB existente

en el LTR del VIH. En los linfocitos CD4 en repososedetectóunaproteína(s)capacesde

unirse al consensoNF-kB. Estos complejosestáncompuestosde homodimerosde p5O

segúnsedemuestraen la figura 16, ya queanticuerposdirigidos frentea la p5O de NF-kB

inhibieron la uniónal ADN de dichoscomplejos.Asimismola incubacióncon IkBa - una

molécula capaz de unirse a los complejos heteródimericospSO/p65 pero no a los

homodímerospSO- no modificó la capacidadde unión al enhancerdel VIH. Estosdatos

demuestranque en el núcleo de los linfocitos CD4 en reposoexistenhomodímerosp5O

capacesde realizarunión al ADN sin que seadetectablela presenciade heterodímeros

p50/p65.

La activación con PMA producela inducción de complejos con un patrón de

migraciónmáslento y cuyaunión al ADN se ve inhibidapor anticuerposfrente a la p5Oy

por la proteínaIkBcz. Estosdatosdemuestranquedichoscomplejosseencuentranformados

porheterodímerospSOIpóS.

El análisis mediante western blot de las proteínas presentesen linfocitos CD4

confirmó la presenciade grandescantidadesde p50, pero no de páS en las células en

reposo.Tras la induccióncon PMA, la p65 es claramentedetectableen el núcleode los

linfocitos activadosjunto con unasuperinduccióndela proteínapSO.
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Figura 16.Andílsisdelosfactoresde transcripciónnuclearexistentesen elnácleodeloslinfocitos CD~<
en reposoy Eras inducción con PAtA. a. Ensayo de retardo en gel. Tres microgramos de proteínas
nucleares obtenidas de Linfocitos CD4 en reposo o activados lSh con PMA fueron incubados con un
oligonucícótido conteniendo los dos consensos NF-kB del LTR del Viii marcado con cz-P32-dCTP. La
especificidad de la unión ADN-protefna fue valorada mediante competición con un exceso 40 molar de
oligonucleótido no marcado. Los extractos nucleares fueron preincubados con un antisuero dirigido frente a
la subunidad pSO de NF-kB y con lkBa para caracterizar las proteínas que componen los complejos
detectados. b. Wcstern blot. Diez mierogramos de proteína nuclear son sometidos a electroforesis en gel,
transferido a una membrana e hibridado e hibridada con anticuerpos dirigidos frente a la pSO y la páS. La
interacción antígeno-anticuerpo fue revelada mediante la utilización de un kit de detección de
quimioluminiscencia (Amershani>.
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F 4.10.La sobre expresión de la proteínapSOinduceunacolaboraciónconTaL en la

r transactivación delLTR delViii.

Dadoque en linfocitos CD4 en reposocelular existeuna presenciaconstitutivade la

subunidadp50 de NF-kB en el núcleo y que la presenciadel consensokB en el LTR

conlíevaun aumentoen la expresiónbasalde Tat cuandoestaproteínaesexpresadaapartir

de un vectorCMV-Tat (Fig.4). esposiblequela proteínap50cumplaun papelcooperador

con Tat. En este supuesto,aunquela presenciade p50 nuclearno se traduceen nuestro

sistemaexperimentalen ningunatranscripcióndetectable,la ocupacióndel sitio kB en el

LTR permitiría una cooperacióncon otros factores entre los cuales se encontrarlala

proteínaTatdel VIII. Estoexplicaríalas diferenciasde expresiónbasalencontradascuando

un vector CMV-Tat es cotransfectadocon un LTRWT-Luc o un LTRAkB-Luc. Para

apoyarestahipótesiscotransfectamosun vectorde expresiónde p50junto a un vectorde

expresiónde Tatconel fin de analizarel sinergismoTat-pSO.

En la figura 17 se muestraqueaunquela transfecciónde un vectorde expresiónde

pSOno permitió inducirel LTR sobresusnivelesbasales,la coexpresiónde la proteínaTat y

p50 originó un aumento en la expresión del LTR respectoa la transfección de Tat

aisladamente.
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FIGURA 17. Sine¿’ria de pSOyLa proteina Tat en linfocitos CD4 normales. Un total de ío~ linfocitos
04 aisladosde sangre periférica fueron cotransfectadas con el plAsmido LTRWT-Luc (l~.tg/106 decélulas)
CMV-Tat (O.Sj.tg/106de células) y un vector de expresión de pSO o un vector vaefo (pRCCMV). Tras la
transfecciónlas células fueronmantenidas sin activar en medio de cultivo. Veinticuatro horas después de la
transfección se cuantificó el número de células viables y se midió la actividad luciferasa por luminometrla.
Los resultados se expresan en Unidades Relativas de Luciferasa” por millón de células. El número situado
sobre las barras indica el nivel de amplificación de la actividad luciferasa respecto de la actividad del
plásmido LTRWT-Luc ¡ransfectado en el mismo tipo celular, O Cotranfección del vector control pRCCMV
junto con CMV-Tat. W Coiransíección de CMVp5O y CMV-Tat. Se muestra uno de cinco experimentos
representativos.

4.11.Estudiode la replicaciónde provirus con mutacionesen el consensoNF-kB

en linfocitos CD4.

Conel fin de estudiarla importanciadel enhancerNF-kB en la replicaciónde un virus

completo,infectamoslinfocitos CD4 conprovirus salvajeso mutadosenel enhancerkB del

LTR. Dadoque la bajadosisinfectivautilizadano nospermitió detectarla replicaciónviral

medianteensayode transcriptasainversa o detección de la proteínap24 del VIII, la

transcripciónviral fue estudiadamediantela detecciónde ARN por retrotranscripcióny

71
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amplificaciónen cadenade la polimerasa(PCR).
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Como sedemuestraen la figura 18 las células infectadascon el provirus salvaje o

mutadoconteníanun númerosimilar de copiasproviralesal inicio de la infección(5 días),

lo que demuestraque la infectividad del virus y los procesosprecocesde infección

(retrotranscripción)no sevieron afectadospor la mutaciónen las secuenciasNF-kB.

Cuatrosemanasdespuésdel inicio de la infección no se detectaroncopias de ADN

proviral en las célulasquehabíansido infectadascon el virus mutado,mientrasqueen las

infectadascon el virus salvajela detecciónde ADN proviral fue constantea lo largo de la

infección. El ARN viral fue detectadoúnicamenteen las células infectadascon la cepa

salvajey no fue posible detectartranscripciónde la cepa mutadaa pesarde utilizar un

métodode altasensibilidadcomola PCR.

F Estosexperimentosdemuestranque la iniciación y persistenciade la transcripcióndel
VIH en linfocitos CD4 dependedeforma absolutade la presenciadel consensoNF-kB en el

F LTR. Dichas secuencias representanpues un elemento esencial para permitir la

r transactivacióndel LTR y la transcripcióndel genomaviral.
Figura18.r A. B. C.
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Figura 18. Estudio de la replicación de provirus con mutacionesen el consensoNF-kB en linfocitos
CD4. Linfocitos CD4 purificados fueron infectados con un provirus salvaje (WT) o mutado en elr enhancerkB (¡lkft). Tras la infección las célulasfueron estimuladascon PHA o anticuerpos ant¡CDS
en presenciade macm-ófagosautólogos.Utilizando la téncia de reacciónen cadenade la polimerasa
(PCR), la deteccióndel ADN proviral fue evaluadacinco díastras la infección (A). Asimismo ser realizó la detección del ADN proviral (B) y de transcritosde ARN viral (C) al finalizar el cultivo (4
semanas).Una secuenciade 115 pares de basesdel gen gag fue amplificada e hibridada con una sonda
interna al fragmento amplificado. El ADN y el ARN de las células8E5 (infectadaspor el VIII de[ forma crónica) fueron utilizadas como control positivo (C+). Linfocitos no infectados fueron utilizados
comocontrol negativo (C-).

r
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5.1. La bajaactividadtranscripcionaidei LTR del VIH en linfocitos CD4como

mecanismo delatenciaviral.

Los datos contradictoriosexistentesen la literatura, especialmentelos referentesal

diferente comportamientobiológico del VIH en linfocitos CD4 normales y en lihieas

linfoblastoidesT en cuanto a replicación, nos han llevado a analizar los mecanismos

molecularesresponsablesdeestefenómeno.

Dado que en linfocitos CD4 en estadode reposocelular el VIH permaneceen un

estado de latencia absoluta, sin replicación viral detectable, y que los mecanismos

reguladoresde la iniciación de la transcripciónactúansobrelas secuenciaslocalizadasen el

LTR del VIH, hemosestudiadoel comportamientodel LTR viral en linfocitos CD4 y en

unalínealinfoblastoidoT (J-Jhan).

a.Afl~.

Para conseguir estos objetios hemos puesto a punto técnicas de aislamiento y

transfeccióntransitoriadelinfocitos CD4 en reposoy construidovectoresquenospermitan

estudiarel papelreguladorde NF-kB en estecontextocelular.

Las técnicasde aislamientode poblacioneslinfocitarias altamentepurificadas es un

paso esencialpara poder estudiar el comportamientodel LTR en una de sus dianas

naturales, los linfocitos CD4. El aislamientode poblacionesaltamentepurificadas de

linfocitos CD4 nospermitepor unapartetransfectary analizarel funcionamientodel LTR

en estetipo celulardeterminado,y por otra evitar la activaciónoriginadaa consecuenciade

la producciónespontáneade citokinaspor otraspoblacionescelulares.Es conocidoquela

adherenciade los monocitosde sangreperiféricainducela síntesisy liberaciónal medio de

interleukina 1, Tumor necrosisfactor e interleukina6 entre otros factores.Si queremos

analizarel funcionamientodel LTR en células no activadas,la separaciónde poblaciones
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purificadasespor lo tanto unacondiciónexperimentalnecesaria.El métodode aislamiento

escogidorealizauna selecciónnegativade los linfocitos CD4 de sangreperiféricamediante

el empleode anticuerposmonoclonalesdirigidos frentea las demáspoblacionescelularesde

sangre periférica y la separacióncon esferas magnéticasrecubiertascon anticuerpos

policlonales frente a inmunoglobulinasde ratón. Este método nos permite obtener

poblacionesaltamentepurificadasde linfocitos CD4 (por encimadel 90% en la mayoríade

los experimentos)y no interaccionarcon las moléculasde transducciónde señal de esta

subpoblaciónconel fin de obtenercélulasen estadodereposo.Especialmenteimportantees

no realizarselecciónpositiva de la subpoblación“Helper”, ya que la proteínaCD4 que

caracterizaa estapoblaciónesunamoléculade transducciónde señal,y la interaccióncon

determinadosanticuerposprovocaunaactivacióndedichosmecanismos.

La técnicade transfeccióntransitoriaescogidaes la electroporación.El motivo es que

es la que presentamayor eficacia de transfecciónde este tipo celular y es altamente

reproductible.Los parámetrosde transfecciónfueronoptimizadosen experimentosprevios

mediantela transfecciónde distintos vectoresde expresiónde luciferasa:LTR del VIH,

promotor del Virus del Sarcomade Rous y Citomegalovirushumano. Sin embargo,a

excepcióndel promotor de Citomegalovirus,el resto de vectores presentó de forma

constanteun nivel de expresiónmuy bajo, cercanoal nivel umbral de detecciónde la

técnica.

Para evaluar de forma más precisael grado de transfecciónde los linfocitos CD4

realizamos una cuantificación del ADN plasnildico utilizado mediante extracción en

gradientedeHin (Hirt, 1967).Estatécnica,descritainicialmenteparapurificarel ADN viral

de células infectadas,había sido puestapreviamentea punto en el laboratorio para

normalizarla iransfecciónentrediferenteslíneascelulareso entrecélulasinfectadaso no de

la mismalínea celular(Bacheleriey cols.,1991).Aunquehabitualmentela normalizaciónde

las transfeccionesse haceincluyendoun vector cuya expresiónsedetectapor otro medio

(Cloranfenicol Acetil Transferasap.c.) en nuestra experiencia este método no es
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suficientementepreciso cuando se consideranlíneas celulares diferentes que pueden

expresar con distinta intensidad el vector utilizado en la normalización. Esto es

especialmenteimportanteen el casode los linfocitos CD4 en quelos diferentesvectoresse

expresanaun nivel muy bajo (Figura11).

En experimentospreliminaresobservamosque existe una unión pasiva del ADN

plasmídicoa la membranaplasmáticacelular, incluso en ausenciade electroporación.Esto

haceque la cuantificacióndel ADN plasmídicopor gradientede Hirt en células totalesse

vea sometidoa sesgosdebidoa la captura“pasiva” del ADN. Sin embargo,si separamos

mediantelisisen detergenteel núcleodel citosol y membranaplasmáticaobservamosqueel

ADN cuantificado correspondeefectivamentea material transfectadoy no absorbido

pasivamente. Por ese motivo elegimos la cuantificación del ADN plasmídico en el

compartimentonuclear de la célula como el parámetroque de manera más precisanos

permitíacuantificarla transfeccióndenuestrosvectores.

Paraanalizarel papel de NF-kB en la transactivacióndel LTR viiral donamosel LTR

del VIH (regionesU3+R) en dos versiones,completao deletadaen el conensoNF-kB, en

vectoresconteniendoel gen de la luciferasacomo marcador.El motivo para seleccionar

estemarcadores su mayorsensibilidadrespectodeotros (Schwartzy cols.,1989).

b. La actividadtranscrgpcionaldelVIH delLTR es<menasdetectableen linfocitos

CI24i~

Unavez queconseguimoscondicionesde electroporacióncomparablesen cuantoa

eficaciaen linfocitos CD4 y la línea J-Jhan,analizamosel nivel de expresióndel LTR del

VIH en ambos tipos celulares. Como puede observarseen la figura 10, en la línea

linfoblastoideJ-Jhanel LTR presentavaloreselevadosdel transactivación(entre 600 y

15.000RLU/106 de célulasen diferentesexperimentos).Dicha expresiónno fue debidoa la

transactivacióndel LTR a travésdel “enhancer”del VIH, ya queun vector deletadoen el

consensoNF-kB setransactivóanivelessimilaresalos obtenidosconel vector“salvaje”.
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Este datoapuntaa que en las células linfoblastoidesexisteuna transcripción“abierta”

del LTR que es independientede la regulacióna través del enhancerNF-kB. Nuestro

<liseiio experimentaly los plásmidos utilizados no nos permiten definir las secuencias

responsablesde estaactividad¡ranscripcionalen células linfoblastoides,pero los diferentes

datosde la literatura apuntana la importanciade las secuenciasSpl y TATA en el nivel

basalde actividad transcripcionalexistente en líneas tumorales (Jones.,1989;García y

cols.,1989; Harrich y cols.,1990; Berkhout y Jeang 1992; Gaynor.,1992; Olsen y

cols.,1992).

Sin embargoen ]infocitosCD4 normalesen estadode reposocelularel LTR de]viii se

encuentraen una situación de “silencio” transcripcional.Nuestros resultadospermiten

afirmar queel bajo nivel de transactivacióndel LTR observadoen linfocitos CD4 (Figura

10) no esdebidoaunabajaeficienciaen la transfeccióndeestetipo celular(Figura 12) sino

a una baja permisividadde su entornocelular para la iniciación de la transcripcióndel

genomadel VIH. A diferenciade lo observadoen lineas tumorales,las regionesSpl y

TATA son incapacesde inducir una fuerte actividadbasaldel LTR del VIH en linfocitos

CD4.

El LTR del VIH no pareceserun casoparticularyaqueotros vectoresquepresentan

un nivel basalelevadoen líneaslinfoblastoidesno tienenactividadtranscripcionaldetectable

cuandose lransfectanen linfocitos CD4 (Figura 11). El entornocelular de los linfocitos

CD4 es por lo tanto esencialmente“inerte” en ausenciade activación. Esta ausenciade

actividad transcripcional basal, secundariaprobablementea la ausenciade factoresde

transcripciónactivos, constituye una condición especialmenteadecuadapara permitir

situacionesdelatenciaviral.

Esta bajaactividad transcripcionalocasionadificultadestécnicasimportantesya quepara

calcular los nivelesde transactivacióninducidospor los diferentesestfmuloses necesario

obtenernivelesde actividadluciferasapor encimadel umbralde detecciónparapermitir
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cálculosfiables.Parasuperareste obstáculotécnico nos hemosvisto obligadosa trabajar

con grandescantidadesde células con el fin de obtenerniveles de actividad luciferasa

detectables.Así, mientras50.000células J-Jhanbastanparaobtenernivelesde actividad

luciferasadetectables,esprecisorealizarla mediciónen al menos5 millonesde linfocitos

CD4 transfectadosenreposoparadetectaractividadtranscripcionalcuandose transfectaun

vectorLTR aislado.

c. La activacióncelular origina la transactivacióndelLTR piral a travésdelas

secuencias“enhancer”

.

La activación de ambos tipos celu]aresmedianteésteresde forbol origina una

repuestade activacióndel LTR viral por encimade los nivelesbasales.Comoseobservaen

la figura 10 la transactivaciónobtenidasobre los niveles basalesen cadatipo celular es

debidoa la induccióndel “enhancer” viral, yaquevectoresdeletadosen el consensoNF-kB

no sontransactivadosporel PMA.

NF-kB colaboraen la actividad transcripcionalcomo elemento“inducible” en el curso

de los procesos de activación celular. Sin embargo aunque cuantitativamente la

transactivacióndel “enhancer”viral aportanivelesde transactivaciónsimilaresen linfocitos

CD4 y células linfoblastoides la importancia de este fenómenoes cualitativamentemuy

diferente segúnel tipo celular considerado:en la línea J-Jhanla activacióndel enhancer

aumentauna transcripciónbasalmenteelevada;por el contrario en los linfocitos CD4, la

transactivacióndel enhancerNF-kB condicionaun fenómenode tipo “todo o nada”.

La activación por PMA de los linfocitos CD4 permiteque el LTR del VIH pasede una

situaciónde silencio transcripcionala otra de transcripciónactiva. La importanciade la

activaciónespor lo tanto muchomayoren linfocitos CD4 que en líneaslinfoblastoides,ya

queen los primerosla dependenciade la activacióncelularpara iniciar la transcripciónviral

es absoluta,mientrasque en células linfoblastoidesla activaciónse limita a aumentarla

transcripciónbasalexistente.
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d. El nroblemade la latencia en lix infección ¡mr elVIH

.

El conceptode latenciaen el curso de la infección VIH es un fenómenocontrovertido.

Una seriede autoresnieganque la latenciaexistarealmentey basansusargumentosen que

en cualquiermomentode la infecciónpor el VIH esposibledetectaruna elevadacargaviral

en la sangredelos pacientesseropositivos.

Sin embargoesprecisodiferenciarclaramentela latenciaa nivel celularde la latenciaa

nivel derelaciónglobalentreel VIN y el huespedinfectado.

Desdeel puntode vistaclínico escorrectoafirmarque la latenciaviral no existeal ser

posible aislar el VIH en todos los estadiosde la enfermedad(Ho y cols.,1989).Esto es

debidoaqueen el organismoseproducela resultantedelestadodereplicaciónen todaslas

célulasinfectadaspor el VIH. En cadamomento,aunqueexistaun númeromayoritariode

célulasinfectadasde forma latente,existenasimismomacrofagostisularesque soportanla

replicación activa del VIH y linfocitos CD4 que están siendoactivadosy por lo tanto

replican el virus. Sin embargo,estosdatosno contradicenla existenciaa nivel de cada

célulaindividual de un procesode latenciaviral en la infecciónporel VIH.

Recientementese ha demostradoque la carga viral se encuentralocalizadaen los

ganglioslinfáticosqueconstituyenel 98%de los linfocitos totalesdel organismo(Enibretsony

cols.,1993;Pantaleoy cols.,1991).En los órganoslinfoideshastaun 40% de los linfocitos CD4

se encuentraninfectadosdesdelos primeros estadiosde la enfermedad.Existe ademásuna

enormecantidadde virus libre “atrapado” en las prolongacionesinterdigitantesde las células

dendriticas.Sin embargo,el númerode linfocitos que replican activamenteel VIH es muy

reducido,entreel 0.3 y el 3% de las célulasinfectadas(Embretsony cols.,1993).Estos datos

apoyaríala hipótesissegúnla cual el sistemainmune es destruidodirectamentepor el virus

(efectocitopáticodiecto), pero confirmanque en la mayoríade los linfocitos CD4 infectados

existeun estadode latenciareal,al menosen algunosmomentosde su evolución.
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La latenciacelulares por lo tantoun fenómenoreal que ha sido demostrado“iii vivo”

en linfocitos CD4 (Harper y co!s.,1986; Schnittman y cols.,1989; 1990; Bubrinsky y

cols.,1991).Esto se ve correlacionadopor los estudios“in vitro” y “ex en los que el

cultivo de linfocitos de sangreperiféricaen fasede reposono permitedetectarningún tipo de

producción vital. Sin embargo, la activación de las mismas células mediantemitógenos,

presentaciónantigénica o anticuerposdirigidos contra el complejo CD3/Ti originan una

replicación viral masiva (Barré-Sinoussiy cols. 1983; Popovic y cols.,1984; McDougal y

cols.,1985; Folks y cols.,1986, Zacky cols.,1990; Bubrinsky y cols.,1991; Saksela y

cols.,1993).

e. La ausenciadeactividadtrauscrincionalen linfocitos CD4 en renosocomo

mecanismomolecularnara exnlicar la latenciaviral en estetipo celular

.

El entornocelular de los linfocitos T en reposoconstituye un contexto biológico

especialmenteadecuadoparala latenciadebidoa la ausenciade los factoresnecesariospara la

íeplicacióndel VIH (Virelizicr.,1990). Sinembargo,asícomoel linfocito Tenreposopresenta

un ambientecelular adecuadopara la latencia,el contexto biológico del linfocito T activado

suministratodoslos factoresnecesariosparapermitir una replicaciónmasivadel VIH. Esto es

debido a que la activacióncelular produceen los linfocitos T la inducción de citokinas,

receptoresde citokinas, factoresde transcripción,proto-oncogenesy moléculasde activación

en la supeficiecelular(Crabtree.,1989).

El linfocito T CD4 representaprobablementeel reservonamásimportantedelVIH al

permitirla latenciaviral en suestadodereposoy unareplicaciónviral masivaen el cursode los

procesosde activacióninmune. El silenciotranscnipcionalexistenteen la célula en reposoy la

activación NF-kB dependientede la transcripción constituyen probablementelas bases

molecularesdela latenciay reactivaciónen la principaldianadeinfeccióndel VIH.
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5.2. Diferentes requerimientos y ¡nodo de actuación de la proteína Tat en linfocitos

CD4 y en líneas linfoblastoides T.

La proteínatransactivadoraTatdel VIH constituyeun elementocentralen la regulación

de la replicaciónviral. La presenciade la proteínaTat originaun aumentoen la transcripción

del genomavirail del orden de í03-í04 (Sodroski y cols.,1985;Goh y cols.,1986;Arya y

cols.,1986;Haubery cols.,1987;Jones.,1993;3). La dianadeTat esla secuenciaTAR, situada

en la región+11+64,esdecirinmediatamentedespuésdel sitio de iniciación dela transcripción.

Los primeros59 nucícótidosde los transcritosdel VIH configuranunaestructuradelARN que

permite la interacción con la proteínaTat. El transactivadordel VIH es por lo tanto un

“enhancer” ARN (Rosen y cols.,1985; Hauber y cols.,1988; Sharp y Marciniak.,1989;

Cullen.,1993).El mecanismode acción de Tat no se encuentracompletamentedilucidadoy

probablementeactúea distintos niveles. InicalmentesedemostróqueTat aumentabala tasade

transcripcióndel genomadel VIH y quedichoefectoeradebidoa una mayorelongacióndelos

transcritosde ARNm. En ausenciadeTat seproduceunaelongaciónincompletadel A.RNm y

la presenciade Tat permite que su síntesis alcancela longitud correspondientea todo el

genomavital (Cullen y cols.,1986;Peterliny cols¿1986;Roseny cols.,1986;Kao y cols.,1987;

Selbyy cols.,1989;Braddocky cols., 1989). Junto a un efecto “elongador” de Tat, muchos

datosexperimentalesapuntanaqueTat probablementeactúaasimismoa nivel de iniciación de

la transcripción(Haubery cols.,1987;Ricey cols.,1988;Cullen.,1991;1993).

Los datosobtenidosmuestranqueTat es un elementoesencialen la regulaciónde la

transcripciónen linfocitos CD4, peroquesusrequerimientostanto de produccióncomode

actividadsonmuy diferentesalos existentesen lineaslinfoblastoidesT. Mientrasen células

linfoblastoidesTat se expresay actúade forma enhancerindependiente,en los linfocitos

CD4, la función de Tatesabsolutamentedependientede NF-kB.
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a. El efectotransactivadordeTatenlinfocitosCD4 esdenendientedela presencia

delconsensoNF-kB enelLTR

.

La expresión de la proteína Tat mediante un vector de expresión origina una

transactivacióndel LTR vital en linfocitos CD4 y célulaslinfoblastoides(Figuras13 y 14).

Seobservaasimismoun efectosinérgicoentrela activacióncelular inducidapor el PMA y

la expresióndelaproteinaTatcomohasidodescritoen diferentessistemascelulares.

En estesentidose ha descritounacooperaciónentreTat y secuenciaslocalizadasen el

LTR vital como 5pí y NF-kB y el sinergismo entre la proteína Tat y factores

transcripcionalesquese unena estassecuenciasconsenso(Berkhouty cols.,1990;Harrichy

cols.,1990;Bacheleriey cols.,1991; Liu y cols.,1992;Berkhout y Keang.,1992;Kamine y

Chinnadurai.,1992;Taylor.,1992). Todos estos datos apuntan a la existenciade una

colaboracióna nivel de iniciación de la transcripciónentredistintos factorescelularesy la

proteínatransactivadoraTat (Wu y cols.,1991;Sheliney cols.,1991;Gatignol y cols.,1989;

Marciniak y cols.,1990; Wu y cols., 1988; Pognonec y Roeder.,1991).En líneas

linfoblastoides,aunquese ha descrito una cooperaciónentreTat y factoresSp1, NF-kB y

TATA, fundamentalmente(Gaynor.,1992),parecen serlas secuenciasSpi y TATA las más

implicadasen estacooperación(Berkhouty Keang.,1992;Kashanchiy cols.,1994)teniendo

NF-kB un papel secundarioen esteproceso,ya quela delecciónde las secuenciaskB en el

LTR no impidela transactivaciónmediadaporTal

Sin embargo,en linfocitos CD4, la deleccióndel consensokB en el LTR abolió

completamentela función de la proteínaTat expresadaa partir de un vectorCMV-Tat. La

falta de respuestaobtenidano puedeser achacadaa una ausenciaen la producciónde Tat,

yaqueel promotorCMV seexpresaa un nivel suficienteen linfocitos CD4; por otra parte,

la expresión de Tat sí transactiva un LTR completo, por lo que la ausenciade

transactivaciónde un vector deletado en el consensokB no es debido a una falta de

producciónde la proteína.
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Estos datosmuestranuna dependenciaabsolutadel consensokB en linfocitos CD4

parapermitirla transactivacióndeTat.A suvez revelanunadiferenciacualitativaencuanto

a los requerimientospara la función de Tat en células linfoblastoidesy en linfocitos CD4

normales. En la línea J-Jhan,la deleccióndel consensokB en el LTR disminuyó la

transactivacióninducida por Tat pero no modificó cualitativamenteesta respuesta.Sin

embargoen linfocitos CD4, la deleccióndel consensokB introduce en estaocasiónun

fenómenode “nadao todo’.

Nuestrosdatosapoyanla hipótesisde que mientrasque en líneas linfoblastoidesla

cooperaciónentreTaty factorescelularesqueseunenal LTR seproduceesencialmentepor

interaccióncon Spl y elcomplejotranscripcionalprimario,en linfocitos CD4 NF-kB parece

ser el factor esencialpara mediarestacooperación.Una vez más es precisodecir que

nuestrosvectoresy experimentosno estándiseñadosparaestudiarla interacciónentreTat y

otros factoresde transcripcióncomo Spl. Sin embargo,el hechode que la deleccióndel

consensokB origine una abolición del efecto transactivadorde Tat a pesar de que las

secuenciasSpl no seven modificadasni en supresenciani en susituaciónespacial,apunta

aqueestosfactoresno son importantesen el contextocelulardelos linfocitos CD4.

b. En condicionesde fuertesinergiaentre Tat y activacióncelular, existeuna

transactivacióndelLTR indenendientedeNF-kB

.

En condicionesexperimentalesenque existeunasinergiaentreTat y activacióncelular,

existeunadébil pero reproductibletransactivacióndel LTR deletadoen las secuenciaskB

(Figura 14). Aunque esteefectoes modesto,apuntala posibilidadde que en determinadas

situacionesde activacióncelular, puedenexistir víasalternativasde activacióndel LTR en

linfocitos CD4. Dada la débil expresióndel LTR deletado en el consensokB en esta

situaciónsi se comparaal efecto obtenidocon un LTR completo, la relevanciade este

fenómenoesprobablementemenor,perono puededescartarsequepuedaserfuncionalen

situacionesmuy precisas.
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e. La producciónde la nrote(naTata nartir del promotorauto1o~o delVIH. es

absolutamentedenendientedelconsensoNF-kB

.

En los experimentosreferidos hastael momento,la produccióndeTat es originada

por expresiónapartir de un promotorheterólogo.Sin embargo,en el cursode la infección

porel VIH “in vivo”, la producciónde Tat esdependientedel propio LTR del VIH. Con el

fin de analizarladependenciade la producciónde Tatdel consensokW donamosun cDNA

deTat bajo el control de las secuenciasreguladorasdel LTR, completaso deletadasen el

consensoNF-kB.

Como se muestraen la figura 15, la transfecciónde un vector LTR-Tat en J-Jhan

originó unaintensaactividadluciferasa,lo quedemuestraque la transfecciónde un vector

de expresiónde Tat bajo el control del LTR en células linfoblastoidesorigina unaintensa

expresiónde Tat. Estefenómenoes esperable,ya queal existir una transcripciónabiertaen

este tipo celular, al igual que existe una expresiónbasal de la actividad luciferasa,es

esperableque se produzca una expresión de Tat a partir de las mismas secuencias

reguladorasque se encuentranbasalmenteactivadasen este tipo celular. La activación

celular originó un efecto sinérgicomuy superioral obtenidoen ausenciadel vectorLTR-

Tat, lo quedemuestraquela activaciónporPMA induceambosvectores(LTR-Luc y LTR-

Tat) y origina tanto una mayor producción de Tat como una transactivaciónNF-kB

dependiente.Sin embargo,cuandoTat esexpresadoa partir de un vectorLTR deletadoen

el consensokB, no existeuna disminuciónsignificativade la actividadluciferasarespectoa

un vectorLTR-Tat. Estodemuestraunavez másque NF-kB es un elementodispensableen

el entornocelularde las células linfoblastoides,ya que los mecanismoskB-independientes

permitenunaactividadtranscripcionalsuficientedel LTR.

La situaciónes radicalmentedistinta en linfocitos CD4. En estascélulas, dada la

ausenciade transcripciónbasal,la transfecciónde un vector LTR-Tat no origina ninguna

actividad significativa de la actividadLuciferasa. La activacióncelular origina un efecto

sinérgicoya que iniciala transcripcióntantodel vectorLTR-Luciferasacomo del vectorde
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expresiónde Tat bajo el control del LTR. En presenciadel consensoNF-kB, la activación

celular origina de nuevo un fenómenode tipo “todo o nada” quese ve potenciadopor el

efectosinérgicoexistenteentrela expresiónde Taty la activaciónporPMA.

Sin embargo,la deleccióndel consensokB en el sistemaanulacompletamenteel efecto

transactivadordeTat. En ausenciadel consensoNF-kB no existeproduccióndeTat apartir

deun LTR viral inclusoen presenciade activacióncelular.

En conclusión, los datos obtenidos demuestranque NF-kB no es únicamenteel

elementoenhanceresencialen la transactivacióninducidaen el curso de los procesosde

activacióncelular, Además,es un elementofundamentalparapermitir tanto la producción

de Tat a partir del promotor autólogodel VIH como la función transactivadorade la

proteínaTat. La transiocaciónnucleardeNF-kB representapor lo tantoel elementocentral

en la regulaciónde la replicación viral en los linfocitos CD4, ya que en su ausenciano

existenmecanismoscapacesde iniciar la transcripcióndel VIH.

5.3.Los linfocitos CD4 en reposopresentanen su núcleo complejoshomodiniéricosde

la subunidad p5O de NF-kB quecooperancon la proteína Tat en la

transactivacióndel LTR.

Con el fin de profundizarlos mecanismosde regulaciónde NF-kB en linfocitos CD4,

analizamoslos factoresde la familia rel/NF-kB existentesen el núcleode los linfocitos CD4

enreposoy trasactivacióncon PMA.

Como era esperado,la activación celular originé la translocación de complejos

heterodiméricosde NF-kB compuestosde las subunidadesp5O y p65 comosedemostrópor

la especificidaden la inhibición la unión ADN-proteínamedianteanticuerposanti p-SO e

IkB-a.
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Sin embargo,sorprendentementeencontramosen el núcleo de los linfocitos CD4 en

reposoaltasconcentracionesde proteínascapacesde unirseal consensoNF-kB y que están

constituidasporhomodimerosde pSO.

¿Cualpuedeser la función de estoscomplejoshomodiméricos?Paraalgunosautores

los complejos homiméricosde p50 cumplirían una función de regulaciónnegativao de

bloqueo transcripcional por ocupación del consenso NF-kB. En esta hipótesis, la

transactivaciónoriginada en el curso de los procesosde activacióncelular requeriríano

sólamentela translocaciónnuclearde complejostranscripcionalmenteactivos(p5O/p65p.c.)

sino la liberación activa del consensokB ocupadopor las proteínaspSO en forma

homodimérica.Estos autoresproponenque la proteínaBcl3 actuaría “arrancando” del

consensoNF-kB los homodímerosde p5O y permitiendoque los heterodímerospSO/p65se

unanal consenso.

Otros autores (Liou y Baltimore) soportan la teoría contraria según la cual los

complejos pSO homodiméricosno serían necesariamenteinactivos sino que su actividad

transcripcional dependeríade modificaciones en el consenso NF-kB. Estos autores

demuestranen experimentosen transcripción“in vibro” quehomodímerosde pSO pueden

mediarunaactividadtranscripcionalsobredeterminadosgeneskB-dependientes.

Por otra parte, estos autores mantienen que Bcl3 podría ser un activador

transcripcional de pSO. Bcl3 contiene en su molécula dos dominios activadores

funcionalmenteactivos.Paraestosautores,el hechode queBcl3 inhibael bindingde pSO

“in vitro” no seríanecesariamentecontradictoriocon una actividad transcripcionaldel

complejoBcl3/p50 “in vivo” duranteel tiempoen queel complejotrimérico ADN-pSO-Bcl3

seencuentreunido.

Nuestrosresultadosno demuestranuna actividadtranscripcionalde los homodímeros

de p50 en linfocitos CD4 “per se”. Sin embargono corroboranla teoríasegúnla cual es
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necesarioinhibir la uniónde pSO al ADN paraque los heterodímerospSO/p65transactiven

el LTR. Comose muestraen la figura 16, la activacióncon PMA inducela translocación

nuclearde complejosheterodiméricospSO/p65paralelamentea la activacióndel LTR, pero

no existeunadesapariciónde la uniónde los complejosde p5Oal ADN. Porel contrario, la

activaciónmediantePMA conlíevauna superinducciónde la proteínapSO detectadaen

técnicasderetardoen gel y medianteWestem-Blotnuclear.

El resultadomás sorprendentees el quesugiereque los complejoshomodiméricosde

p5O colaborancon la proteínaTat en la transactivacióndel LTR del VIH. En efecto,es

importanterecordarque la deleccióndel consensolcR en el LTR origina unaabolición de

las función transactivadoradeTat en linfocitos CD4. Estedatosugierequeel consenso“per

se” o un factor quese une a] mismo mediaesta cooperacióncon Tat. Peroen el linfocito

CD4en reposo,el únicofactor unidoal ADN esla subunidadpSOde NF-kB. Estahipótesis

abre la posibilidadde queexistauna colaboraciónentrelos factoresde transcripciónde la

familia NF-kB y la proteínatransactivadoraTatdelVIH.

Una cooperaciónentreTat y distintos factorescelularesha sido descritapreviamente.

De hecho seha descritouna interaccióndirectaentreTat y laproteinaTFIID del complejo

transcripcional primario. Cooperaciónfuncional entre Tat y Spl o NF-kB han sido

asimismodescritas.

Para estudiar esta posible interacción entre Tat y la subunidadpSO de NF-kB

realizamosexperimentosde transfeccióntransitoriaen los queexpresamossimultáneamente

ambasproteínas.Como semuestraen la figura 17 existióun claroefectosinérgicoentreTat

y p50sobrela transactivacióndelLTR del VIH.

El mecanismode esta colaboración entre Tat y pSO no puede deducirsede los

experimentos realizados aunque existirían dos posibilidades según consideremosel

mecanismodefuncionamientode Tat.
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Tal codificapor unaproteínade 15 kD cuyadianaesla secuencialAR, situadaen la

región+11+64,esdecirinmediatamentedespuésdel sitio de iniciación de la transcripción.Los

primeros59 nucícótidosde los transcritosdel VIH configuran una estructuradel ARN que

permite la interacción con la proteínaTat. El transactivadordel VIH es por lo tanto un

“enhancer” ARN (Rosen y cols.,1985; Hauber y cols.,1988; Sbarp y Marciniak.,1989;

Cullen.,1993).El mecanismode acción de Tat no se encuentracompletamentedilucidado y

probablementeactúea distintosniveles. InicalmentesedemostróqueTat aumentabala tasade

transcripcióndel genomadel VIH y quedichoefectoeradebidoa unamayorelongaciónde los

transcritosde ARNm. En ausenciade Tat seproduceuna elongaciónincompletadel ARNm y

la presenciade Tat permite que su síntesis alcancela longitud correspondientea todo el

genomavital (Cullen y cols.,1986;Peterliny cols.,1986;Roseny cols.,1986;Kao y cols.,1987;

Selbyy cols.,1989;Braddocky cols., 1989). Por estemotivo sedenominóa estaproteínaTat

(por Transactivation anti-terminator). Junto a este efecto “elongador” muchos datos

experimentalesapuntana que Tat probablementeactúaasimismoa nivel de iniciación de la

transcripción(Haubery cols.,1987;Ricey cols.,1988;Cullen.,1991;1993).

En resumen,Tat podría actuar como elongadorde transcritosconos o pobremente

procesivoso directamentea nivel de iniciación de la transcripción.En el primer caso,si Tat es

un ARN enhancery por lo tantoun “elongador”, la cooperacióncon pSOapoyaríala hipótesis

que mantieneun efecto transcripcionalpara los homodímerospSO. En efecto, si Tat actúa

comoelongador,es necesarioqueexistaun nivel de transcripciónbasal suficientepara iniciar

la síntesisdel ARNm aunqueno consigaque eseARN se elongueadecuadamente.En este

supuesto,p50 realizaríaestafunción,lo queseríacoherenteconel hechodequeno sedetecte

unaactividad transcripcionalde los homodímerosPSO “per se” suficientepara realizar una

transcripcióncompleta,peropermitiríaquela proteínaviral finalizarael proceso.

En el segundosupuesto,existiría una interaccióndirectaentre Tat y los factoresquese

unen al “enhancer” vital, en este caso NF-kB. En esta alternativa, los homodímerosp5O

podríanser inertestranscripcionalmente,pero permitirían la transactivacióninducidapor Tat.
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Existen en la literatura datos a favor de esta hipótesis. Se ha descrito en lñieas

mielomonodticas(Harrich y cols.,1989)que Tat puedeactuarsobre virus deletadosen las

secuenciasTAR con tal de queexistaactivacióncelulary esteefectopareceestarmediadoa

travésde NF-kB. Asimismo seha descritoquela expresiónde la proteínaTat en determinadas

líneas gliales (Taylor y cols.,1992)origina la transactivaciónde vectoresdeletadosen el

elementoTAR y estefenómenoesdependientedeNF-kB.

Nuestrosdatosno permiten decantarsepor ningunade las dos hipótesis,pero los datos

descritossugierenla existenciade una interacciónnuevaentreuna proteínaviral y un factor

reguladorde la transcripciónqueseencuentraenel núcleodeloslinfocitos CD4 en reposo.El

modelo experimentaldescrito puede colaborara dilucidar por una parteel mecanismode

acciónde la proteínaTat, y por otra la potencialactividadtranscripcionalde la subunidadp50

de NF-kB.

5.4. NF-kB esun factor esencialpara la replicación del VIII en linfocitos CD4.

A pesardelos datosqueapoyanla existenciade un fenómenoreal de latenciaen linfocitos

CD4 y que sugierenqueNF-kB es el elementocentralen la regulaciónde la replicacióndel

VIH apartir de su estadode latencia,algunosautoreshandemostradoqueprovirusdeletados

enel consensoNF-kB replican con la misma intensidadque provirus salvajesen distintos

sistemascelulares.

Dado quecomo hemosvisto los requerimientostranscripcionalesson muy diferentesen

linfocitos CD4 normalesy en célulastransformadas,la replicaciónde provirusdefectivosen el

consensokB en líneas linfoblastoides podrían explicarseen base a estasdiferencias. Sin

embargo,se ha demostradoque provirus deletadosen NF-kB replicanen blastoslinfocitarios

T, poniendoen cuestiónel papel de NF-kB comoelementoesencialen la transcripcióndel

genomadel VIH (Leonardy cols.,1989).
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Por estemotivo es esencialdemostraren un sistemade infección vital queNF-kB es un

elementocentral en la regulaciónde la trancripción del VIH y que en su ausencia,la

replicaciónviral debeencontrarsemuy disminuida.

NuestrosresultadosdemuestranqueNF-kB es un elementonecesarioparala replicación

del VIH en linfocitos CD4. Provirus mutados en el consensokB no tienen replicación

detectableen linfocitos CD4.

El sistema de infección utilizado difiere en varios puntos con los publicados en la

literatura:

1. Las construccionesutilizadas portan mutacionespuntualesen el consensolcD y no

deleccionesdel mismo. Esto puedeser un elementoimportanteal mantenersela disposición

espacialy las distanciasrelativasentrelos diferenteselementosreguladoresdel LTR.

2. A diferencia de todos los autoresno infectamos blastoslinfocitarios previamente

activadospor mitógenos.En nuestraexperiencia,en estasituaciónexisteuna inducciónde un

gran númerode factores de transcripciónque transactivanel LTR del VIH a niveles muy

elevados,por lo quenosencontramosen una situacióndiferentede la existenteen un linfocito

CD4 queseencuentrainfectadoy quecircula en estadode reposocelular. La preactivación

celular con mitógenos aumentaenormementela permisividadde los linfocitos CD4 a la

infección por el VIH. En nuestrosistemainfectamosen estadode reposocelulary realizamos

una adsorciónvital durante 12 horas al cabo de las cuales se induce una activación con

mitógenos.Creemosqueestesistemaesmásadecuadoparaestudiarlos fenómenosdelatencia

y reactivaciónen el entornocelulardelos linfocitos CD4.

3. Por último utilizamosdosis infecciosasmuy inferioresa las descritasen la literaturaque se

sitúan en el ordende cientosde nanogramoso picogramosde p%4. Pensamosque en esta

situación las partículasvirales arrastranuna gran cantidadde factorescelularesy virales que

potencialmentepodríanactivarla transcripcióndel genomaviral. Seha descritoquela proteína

Tat puede ser solubilizadaal medio de células infectadas,penetraren células latentemente

infectadase iniciar la transcripcióndel genomavital. Con el fin de evitar estasituaciónque
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unido al punto anteriorpodríaponeral linfocito CD4 en condicionesexperimentalesen lasque

se potencian una vía de activación celular NF-kB independiente,excepcional en otras

situaciones.

Enlas condicionesdescritasno hemossidocapacesdedetectarsignosde transcripcióndel

genomaviral en linfocitos CD4infectadosconprovirusmutadosen el consensoNF-kB.

Debidoa las dosisde infección utilizadas,no nosha sido posibledetectarla presenciade

proteínap24 en los sobrenadantesde los cultivos en ningun momento, por lo que hemos

monitorizado la producciónde ARN por Transcripción inversay posterior amplificación

mediantePCR. En la figura 18 se muestraque sólo en las células infectadascon provirus

salvajesexisteuna transcripcióndel VIH y la transcripcióndel genomavital. En los linfocitos

infectadoscon provirusmutadosen el consensoNF-kB no fue posibledetectartranscritosde

ARN vital.

Con el fin de descartarque la mutaciónde NF-kB conlíevaraun defecto en las fases

inicialesde la infección (entrada,desencapsidacióny retrotranscripción)estimamosel número

de copias provirales existentesen los linfocitos CD4 cinco días despuésde la infección

mediantePCRamplificandoun fragmentodel gengag. El plazo transcurridodesdela infección

haceimprobableque las copiasde ADN no se encuentrenintegradas,aunqueesteaspectono

ha sido evaluadoen nuestrosistema.Los datosde la figura 18 muestranque el nivel de

infectividad de ambosprovirus fue similar y no justifica las diferenciasencontradasen la

replicaciónviral.

En resumen,la mutación en el consensoNF-kB originó un defecto profundo en la

replicacióndel VIH en linfocitos CD4. Este sistemaconfirma los datosobtenidosmediante

ensayosde transfeccióntransitoriay apoyala hipótesisqueposadaun papelesencialparaNF-

kB enel procesodereactivacióndel VIH en linfocitos CD4.
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CONCLUSIONES

1. Los linfocitos CD4 en estadode reposopresentanun entornocelular poco permisivo

para la actividad transcripcional del LTR del VIH. Por el contrario en una línea

linfoblastoideT (J-Jhan)la actividad transcripcionalbasal del LTR del VIH es muy

elevada.

2. Tantoen linfocitos CD4 como en células linfoblastoides,la activacióncelularmediante

PMA origina una transactivacióndel LTR del VIH queesdependientede la secuencia

consensopanel factornuclearNF-kB.

3. Mientras que en células linfoblastoides, la activación celular conlíeva un aumento

cuantitativo del elevado nivel transcripcionalque basalmentepresentael LTR, en

linfocitos CD4 la activacióncelular origina un fenómenocualitativo de tipo “todo o

nada”en la iniciaciónde la transcripcióndel genomadel VIH.

4. Tantoen linfocitos CD4comoen célulaslinfoblastoidesexisteun efectosinérgicoentre

la expresiónde la proteínaTat y la activacióncelularsobrela transactivacióndel LTR.

5. En linfocitos CD4 la iniciación de la transcripcióndel genomadel VIH por la proteína

Tat es absolutamentedependientede la presenciadel consensoNF-kB en el LTR,

mientras que en células linfoblastoides la transactivación inducida por Tat es

independientede NF-kB.

6. En los linfocitos CD4 en estadodereposocelular, la producciónde la proteínaTat porel

LTR es absolutamentedependientede la activación del “enhancer” NF-kB. Por el

contrario, en células linfoblastoides, existe una producción espontáneade Tat

independientementede la presenciadelconsensoNF-kB en el LTR.
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7. En el núcleode los linfocitos CD4 en reposose detectanconcentracioneselevadasde

complejos homodiméricosformados por la subunidadp50 de NF-kB. La activación

celularoriginaen estascélulasla translocaciónde complejosheterodiméricospSO/p65y

unasuperinduccióndela subunidadp5Oen el núcleocelular.

8. Los complejoshomodiméricosde p5O existentesen el núcleo de linfocitos CD4 en

reposono medianactividadtranscripcionaldetectableperocooperancon la proteínaTat

enla iniciación dela transcripcióndel genomadel VIH. La ausenciade estasproteínasen

el LTR originauna aboliciónde la transactivaciónmediadaporTatenlinfocitos CD4.

9- La presenciadel consensoNF-kB en el LTR es esencialparala replicacióndel VIH.

Provirusportadoresde mutacionesen el consensoNF-kB del LTR sondefectivospara

sureplicaciónen linfocitos CD4.

10. Los mecanismosmolecularesque regulanla transcripcióndel VIH son diferentes en

linfocitos CD4 y en células linfoblastoides:NF-kB es un elementoreguladoresencialen

la iniciación de la transcripciónen linfocitos CD4,mientrasqueen célulaslinfoblastoides

esun elementodispensable.

II. Dadaslas diferenciasexistentesentrecélulasnormalesy transformadas,el estudiode la

regulacióntranscripcionaldel VIH deberealizarseen modeloscelularespróximos a la

fisiología con el fin de obtener resultados relevantes para la comprensión del

comportamientobiológico del VIH “in vivo”.

12. En linfocitos CD4, la induccióndeNF-kB modifica radicalmentela permisividadparala

replicación del VIH en este tipo celular. Nuestros datos apoyan la hipótesis que

propugnaque la translocaciónnuclearde NF-kB es el principal mecanismoresponsable

de la iniciación de la transcripcióndel genomaviral en el curso de los procesosde

activaciónlinfocitaria y el principal elementoreguladorde la replicacióndel VIH a partir

desuestadodelatencia.
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