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1.1. Generalidades

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), agente causal del Sindrome de
Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) fue aislado por primera vez en el Instituto Pasteur de
Parfs en 1983 (Barré-Sinoussi y cols.,1983). Este  retrovirus fue  denominade LAV
(Lymphadenopathy associated virus) debido a su asociacién con el cuadro de linfadenopatia
generalizada que presentaba el paciente del cual fue aislado. Posteriormente, en 1984, varios
grupos americanos describen otros aislados virales en pacientes con SIDA que son
denominados HTLV-III (Popovic y cols.,1984) y ARV (Levy y cols.,1984). El clonaje
molecular y la secuenciacién de estos virus, que presentaban caracteristicas biol6gicas y
antigénicas similares, confirmaron que se trataba de aislados diferentes de un mismo retrovirus
(Wain-Hobson y cols.,1985; Ratner y cols.,1985; Sanchez-Pescador y cols.,1985; Muessing y
cols.,1985).

En 1986 estos diferentes aislados (LAV, HTLV-III y ARV) se agruparon bajo la
denominacién VIH (Virus de la Inmunodeficiencia Humana) (Coffin y cols.,1986)
estableciendose firmemente mediante datos viroldgicos, epidemiolégicos, clinicos y de
laboratorio la asociacion entre {a infeccion por el VIH y el desarrollo del SIDA (Brun-Vézinet

y cols.,1984a,1984b; Kalyanaraman y cols.,1984; Curran y cols.,1984,1985; Evans.,1991).

La infeccién por el VIH origina un transtorno grave, progresivo e irreversible de la
funcién inmune cuya expresién final viene representada por el Sindrome de Inmunodeficiencia
Adquirida (STDA). Bajo el término "SIDA" se agrupan por lo tanto una serie de infecciones
oportunistas graves secundarias al déficit inmunitario ocasionado por la infeccion por el VIH.
El SIDA incluye también una afectacién neuroldgica polimérfica y la aparicién de tumores
malignos de los cuales los mds caracteristicos son el Sarcoma de Kaposi y los linfomas no

Hodgkin (Castro y cols.,1993).
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1.2. Epidemiologia de la infeccién por el VIH.

Los primeros casos de SIDA fueron descritos en San Francisco en el afio 1981 (Gottlieb
y cols.,1981; Center for Disecases Control.,1981). En pocos meses gracias a los sisternas de
vigilancia epidemiolégica vigentes en Estados Unidos se confirmd la existencia de una nueva
epidemia. Las investigaciones epidemiol6gicas demostraron que se trataba de una enfermedad
infecciosa transmisible por via sanguinea (Rosen y cols.,1985), sexual (Piot y cols., 1984;

Quinn y cols.,1986) y vertical madre-hijo (Brunet y cols.,1987; Piot y cols.,1988).

Los sisternas de vigilancia epidemioldgica no sélo detectaron rdpidamente la existencia
de la epidemia sino que establecieron los mecanismos de transmisién del virus y los métodos de
prevencion frente a la infeccion (Curran y cols.,1984,1985). A su vez, el aislamiento y
caracterizacién del VIH permitié el desarrolle de tests diagndsticos que han permitido eliminar

practicamente la transmisién de la infeccidn por transfusién de hemoderivados.

A pesar de estos esfuerzos, la infeccién por el VIH se ha extendido hasta constituir
actualmente una pandemia de consecuencias imprevisibles que supone €l mayor problema de
Salud Puablica que tienen planteados los pafses desarrollados y una amenaza para la
supervivencia de los paises en vias de desarrollo. Las cifras actuales de la OMS recogen en
Junio de 1993 un total de 611.589 casos de SIDA declarado, aunque se estima que debido a la
infradeclaracién en los paises en vias de desarrollo el mimero de casos de SIDA supera los dos
millones de afectados. Actualmente se estima que la infeccidén por el VIH afecta a mds de 13

millones de sujetos en el mundo (Figura 1).

Las previsiones de la OMS apuntan a que en el afic 2000 méds de 20 millones de sujetos
se encontrardn infectados por el VIH y que 9 de cada 10 individuos infectados se encontrardn

en paises en vias de desarrollo. Las proyecciones epidemiolégicas dibujan perspectivas
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especialmente dramdticas en los pafses del Africa subsahariana, en la India y en el Sudeste

asidtico donde el SIDA puede transformarse en una epidemia incontrolable.

Figura 1

ESTIMACION GLOBAL DE LOS CASOS ACUMULADOS DE INFECCION
VIH EN ADULTOS POR CONTINENTE O REGION- Junio de 1993
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En los paises desarrollados el SIDA tiene un enorme impacto econémico y social. En
zonas urbanas de alta incidencia hasta el 25% de las camas hospitalarias del Area de Medicina
se encuentran ocupadas por pacientes con SIDA. En Estados Unidos el SIDA es la primera
causa de muerte entre varones de 25 a 40 afios y la primera causa de pérdida de afios vida en la
poblacién masculina desde 1992. Sin embargo, los recursos sanitarios disponibles, el mayor
nivel econémico y el desarrollo de los medios de comunicacién de masas hacen que las
proyecciones de evoluci6n de la epidemia sean menos pesimistas en los pafses desarrollados, en

los que se apunta a una estabilizacidn en la incidencia de casos SIDA a comienzo del siglo XXL

En nuestro pafs (Comunidad de Madrid, Boletin de Vigilancia Epidemioldgica) el
numero de casos acumulados de SIDA registrados hasta Septiembre de 1993 es de 21.205

casos y se estima que la cifra de seropositivos puede estar entre 100.000 y 200.000 individuos.



lntroduccién

A diferencia de Io que sucede en el resto de pafses occidentales, en Espaiia la mayoria de los
casos de SIDA se dan en el grupo de adictos a drogas por via parenteral. Nuestro pais presenta
actualmente la mayor tasa acurnulada de casos de SIDA por millén de habitantes de los pafses

europeos as{ como el mayor nimero de casos de SIDA pedidtrico.

Dada la extension de la epidemia y la amenaza que supone para la Salud de una gran
parte de la poblacién mundial, la obtencién de un tratamiento y vacuna eficaces frente a la
infeccién por el VIH constituye por lo tanto uno de los mayores desafios que tiene planteados

la ciencia en el momento actual.

1.3. Retrovirus.

El VIH es un retrovirus perteneciente a la familia de los Lentivirus (Chiu y cols.,1985;
Gonda y cols.,1985,1986; Gallo.,1991). Los retrovirus son virus cuyo genoma estd constituido
por una doble hebra idéntica de ARN de polaridad positiva. El genoma esencial de los
retrovirus estd constituido por tres genes estructurales, gag, env y pol (Varmus,1988). Los dos
primeros codifican las proteinas del core y de la envuelta viral respectivamente y el tltimo
codifica un enzima especifica de este grupo de virus, la Transcriptasa Inversa (TI) (Temin y
Mizutani.,1970; Baltimore.,1970). Este enzima realiza la reaccion de sintesis de una doble
hebra de ADN a partir de una hebra de ARN viral en el proceso denominado retrotranscripcion

y desempeiia un papel central en el ciclo biolégico de los retrovirus.

Los retrovirus se clasifican de acuerdo a sus caracteristicas biolégicas en tres familias
virales: oncovirus o virus transformantes, lentivirus o virus lentos y espumavirus (Tabla 1)

(Fenner.,19735; Teich.,1984)
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TABLA 1. CLASIFICACION Y PRINCIPALES PROPIEDADES DE LOS RETROVIRUS

RETROVIRUS ONCOVIRUS LENTIVIRUS ESPUMAVIRUS
HUESPED Hombre. HTLV-I Hombre. VIH1 Encontrados en
HTLV-II VIH2 pricticamente todas
Aves y mamiferos Mamiferos superiores las especies
PROPIEDADES | Tumorogénesis Efecto citopdtico
BIOLOGICAS Malignizacién Virus lentos, latencia
|
Transformacién Inmunodeficiencia No conocido
EFECTO . .
PATOGENO tumoral: leucemias Cuadros neurolégicos
céncer Transtornos autoinmunes
a. Oncovirys.

Los oncovirus o virus transformantes se caracterizan por inducir transformacién
tumoral en los huespedes infectados (Bishop y Varmus,1984). Se conocen dos mecanismos de
produccion de tumores por los oncovirus: por una parte los oncovirus pueden incorporar en su
genoma oncogenes procedentes de proto-oncogenes celulares (oncovirus transductores)
(Takeya y Anafusa.,1983; Duesberg y Vogt.,1970). La infeccién por estos retrovirus origina
en la célula huesped un aumento en la actividad de las proteinas producto de estos oncogenes.
Esto es debido a la existencia en las mismas de mutaciones que conllevan una mayor actividad
funcional 0 a un aumento anormal en su produccién, al encontrarse ésta bajo el control de las

secuencias reguladoras del virus.

Un segundo mecanismo de oncogénesis se produce cuando virus que no albergan
oncogenes en su genoma se insertan en la proximidad de proto-oncogenes celulares y alteran la
regulacion en la expresion de los mismos al pasar a depender €sta de las secuencias reguladoras

virales (oncovirus lentos) (Steffen.,1984; Nusse y Varmus., 1982).

b. Lentivirys.
Los lentivirus constituyen una familia dentro de los retrovirus caracterizada por

producir en numerosas especies animales una gran diversidad de patologias de evolucién lenta
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que podemos agrupar en tres tipos de sindromes: neuroldgicos, autoinmunes y de
inmunodeficiencia (Tabla 2) (Haase.,1986). Al no tfransportar en su genoma oncogenes
derivados de proto-oncogenes celulares no producen tumores por este mecanismo. Los
lentivirus tienen una estructura genémica mas compleja que la de los oncovirus, ya que ademds
de los genes estructurales comunes a todo retrovirus (env,gag,pol) contienen una serie de genes
reguladores de su ciclo biolégico y de su infectividad. Asimismo, todos los lentivirus tienen un
tropismo preferente por células del sistema inmune y neurolégico lo que condiciona la
patologia que producen. Como iltima caracteristica comiin a la familia de los lentivirus se
encuentra la existencia a lo largo de su ciclo biolégico de periodos de latencia viral en la célula
infectada que alternan con fases de replicacién viral (Haase.,1975,1977,1986). Esta latencia
condiciona en gran parte el curso insidioso y lento de muchas de las enfermedades producidas

por lentivirus asf como la latencia clinica observada en los huespedes infectados.

Tabla 2. PRINCIPALES LENTIVIRUS

LENTIVIRUS HUESPED PATOLOGIA ASOCIADA
Virus de la Anemia infecciosa equina Caballo Anemia hemolitica, encefalopatia
Visna virus Oveja Encefalopatia
Virus de la Artritis-encefalitis caprina | Cabra Inmunodeficiencia, encefalopatia
Virus de la inmunodeficiencia bovina | Vaca Linfadenopatia, encefalopatia
Virus de la Inmunodeficiencia felina Gato Inmunodeficiencia
Virus de la Inmunodeficiencia del simic | Primates Inmunodeficiencia, encefalopatia
Virus de la Inmunodeficiencia humana { Humano Inmunodeficiencia, encefalopatia,
tumores
¢. Espumgqvirus.

Los espumavirus son retrovirus aislados fundamentalmente de lesiones espongiformes
de sistema nervioso central. Sin embargo, hasta el presente no se ha podido demostrar una
relacién causal entre la presencia de espumavirus y transtornos patolégicos, por lo que su

situacion sigue siendo la de un virus "a la bisqueda de enfermedad” (Flugel.,1991).
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1.4. Estructura gendmica del VIH-

El genoma del VIH tiene una longitud de 9.800 pares de bases (pb) y estd constituido
por tres genes estructurales y al menos seis genes reguladores (revisado en Green.,1991;
Vaishnak y Wong-Staal.,1992) (Tabla 3 y Figura 2). En su forma de provirus el genoma viral se
encuentra flanqueado por unas secuencias repetidas largas (LTR) que le permiten la integracién
en el genoma celular y en las que se encuentran los elementos reguladores de 1a iniciacién de la

transcripcién viral (Gaynor 1992).

TABLA 3. GENES DEL VIH Y PROPIEDADES DE LAS PROTEINAS QUE CODIFICAN.

GEN PROTEINA PESO FUNCION
MOLECULAR (KD)
env gp160 160 Precursor pre-proteico
gpl120 120 Proteina de la envoltura viral
Interaccion con el receptor CD4
gpdl 41 Fusion de membranas
gag p55 55 Precursor preproteico
p24 24/25 Proteina de la nucleocapside
pl7 17 Proteina de 1a matriz
p9 9 Ribonucleoproteina
po 6 Ribonucleoproteina, esencial para
| la encapsidacidén viral
pol Transcriptasa 63 Retrotranscripcion,
inversa Actividad RNAsa H
Integrasa 11 Integraci6n
Proteasa 15 Procesamiento postransduccional
de las proteinas virales
tat Tat 14 Transactivador
rey Rev 19 Regulador del transporte y
procesamiento del ARNm
nef Nef 27 Desconocida. Esencial para la
replicacién viral
| vif Vif 23 Aumenta la infectividad viral
vpr Vpr 18 Transactivador viral |
vpu Vpu 15 Aumenta la liberacién de viriones
vpx Vpx | 15 | Aumenta la infectividad viral
tey Tev 26 Activador de tat y rev
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Figura 2. ORGANIZACION DEL GENOMA DEL VIH

LTR gag vit tat vpu LTR'
: pol env  tat '

vpr rev

a. Genes estructurales

El gen gnv codifica las proteinas que constituyen la envoltura viral. EI ARN mensajero
(ARNm) de env se produce por procesamiento tinico del ARNm genémico y codifica una
proteina de 160 kilodaltons (kD) que es procesada mediante proteolisis por la propia proteasa
viral en en dos subunidades, gp120 y gp41, siendo este proceso esencial para la infectividad
viral (Di Marzo-Veronese y cols.,1985; McCune y cols.,1988). La gpl20 se encuentra
fuertemente glicosilada y constituye la porcién exterior de la envoltura viral que participa
directamente en el reconocimiento del receptor especffico del virus, la molécula de CD4
(Dalgleish y cols.,1984; Klatzmann y cols.,1984a,1984b; McDougal y cols.,1986). La gp41 se
encuentra anclada en la membrana viral y es la proteina que estd implicada en el proceso de
fusién de membranas entre el virus y la c€lula una vez que se ha producido la unién del virus a
su receptor (Sodroski y cols.,1986; Kowalsky y cols.,1987; Stein y cols.,1987; Gallaher y
cols.,1987).

El gen gag codifica una proteina de 55kD que es procesada por la proteasa viral en
proteinas de menor tamafio: p24, pl7, p9 y p6 (Di Marzo y cols.,1988). La p24 es la protefna
estructural que constituye mayoritariamente la capside o core viral. La pl7 es una proteina
fuertemente miristilada en su porcién amino-terminal (Leis y cols.,1988) que forma la matriz
del virus. Las proteinas p6 y p9 poseen residuos cisteina tipicos de ribonucleoroteinas (Berg y

cols.,1986; Hervis y cols.,1988) y se asocian al ARN viral. La p6 es una proteina critica en la
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encapsidacién del genoma y favorece la formacién de particulas virales maduras (Aldovini y

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

El gen pol codifica la sintesis de la enzima Transcriptasa Inversa cuya actividad ARN
polimerasa-ADN dependiente realiza el proceso de retrotranscripcién del genoma viral (Jacks y
cols.,1988). El gen pol codifica asimismo por dos enzimas esenciales en el ciclo replicativo del
virus: la Integrasa, que permite la integracién del genoma proviral retrotranscrito por la
Transcriptasa Inversa, y la Proteasa que participa en el proceso de integracién (Di Marzo y
cols.,1986; Lightfoote y cols.,1986) y en el procesamiento de los precursores pre-proteicos que

formardn la estructura del virion (Loeb y cols.,1989; Kohl y cols.,1988).

b. Genes reguladores.

El VIH se encuentra sometido a un estrecho proceso de regulacion genética. De los seis
genes reguladores conocidos hasta el momento (inicamente nef, rey y_tat son genes esenciales
para la replicacién viral. Los otros tres genes vif, ypr y ypu son genes reguladores menores que
colaboran en la transcripcién del genoma viral o en la infectividad y maduracién de los viriones
perc que no son esenciales en la produccién de particulas virales infectivas. El papel de otros

genes cOmo ypx y_tfey se encuentra menos definido.

El gen ypu codifica una protefna de 16 kD (Matsuda y cols.,1988; Cohen y cols.,1988)
cuya mutacién origina una disminucién en la produccién de particulas virales y una
acumulaci6n intracelular de las mismas por lo que probablemente se encuentra implicada en los

procesos de maduracidn y liberacién de viriones (Strebel y cols.,1988; Klimkatt y cols.,1990).

El gen ypr sintetiza una proteina de 15 kD (Wong-Staal y cols.,1987; Ogawa y
cols.,1987) cuya deleccidn tiene como consecuencia una disminucion en la replicacién viral.
ypr tiene un efecto transactivador sobre el LTR viral y podria colaborar en la iniciacién de la

transcripcion del genoma proviral (Cohen y cols.,1990a,1990b).
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E! producto del gen yif (Kan y cols., 1986; Lee y cols.,1986) es una proteina de 24 kD
que no es esencial para la replicacion viral (Sodroski y cols.,1986b). Su deleccién conlleva sin
embargo una importante disminucion en la infectividad el VIH (entre 100 y 1000 veces) por lo
que se postula su papel en la maduracién de las particulas virales (Estrebel y cols.,1987; Fisher

y cols.,1987).

El gen nef codifica una proteina de 27 kD (Allan y cols.,1985) que se encuentra
miristilada y cuya funcién es desconocida en la actualidad. Los primeros estudios funcionales
mostraron que ne¢f no era un gen esencial para la replicacién viral (Fisher y cols.,1986;
Tergiviller y cols.,1986). Basandose en sistemas de cultivos "in vitro"en los que se utilizan virus
deletados en nef se postuld que Nef tenfa una funcidn de regulacién negativa (Luciw y
cols.,1987), -de donde su nombre, Nef por "negative factor"(Gallo y cols,,1988)- y actuarfa
como un represor de la transcripcion viral (Haseltine.,1988; Ahmad y cols.,1988). Los trabajos
iniciales no fueron confirmados por distintos autores (Kim y cols.,1989; Hammes y cols.,1989;
Bachelerie y cols.,1990) y en la actualidad se piensa que nef es un gen esencial para la
replicacién del VIH cuyo papel no es en ningiin caso el de regulador negativo. Aunque es cierto
que en determinados sistemas celulares virus deletados en ngf tienen una mayor replicacién
(Luciw y cols.,1987), “in vivo" parece existir un efecto contrario. Asi, se ha demostrado que
en macacos infectados con el virus de la inmunodeficiencia del simio (SIV), provirus que no
expresan Nef son altamente defectivos en su replicacién (Kestler y cols.,1991), aunque el

mecanismo de este fenémeno es desconocido.

E! gen tat codifica una proteina de 14 kD de localizacién nuclear que activa en trans la
expresién del genoma del VIH ( Sodroski y cols.,1985; Goh y cols.,1986; Arya y cols.,1986;
Hauber y cols.,1987) La transactivacién mediada por Tat requiere de un elemento en cis, la
region TAR (trans activation response element o elemento de transactivacién por Tat),
localizada en la regién +14/+44 a cuyo ARN la proteina Tat se une (Rosen y cols.,1985;
Hauber y cols.,1988). El mecanismo de accién de Tat no es completamente conocido pero su

expresién aumenta enormemente la transcripcion del genoma viral. Este efecto parece ser
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debido a un doble mecanismo: como iniciador de la transcripcién (Hauber y cols.,1987; Rice y
cols.,1988) y como elongador del ARNm naciente (Cullen y cols.,1986; Peterlin y cols.,1986;
Rosen y cols.,1986; Kao y cols.,1987; Selby y cols.,1989; Braddock y cols., 1989).

El gen rey sintetiza una proteina nuclear de 20 kD que se acomula preferentemente en
las estructuras nucleolares (Cullen y cols.,1988; Perkins y cols.,1989; Felber y cols.,1989). La
proteina Rev es esencial para la replicacidn viral y se encuentra implicada en el procesamiento y
transporte del ARNm del VIH (Feinberg y cols.,1986; Leim y cols.,1988; Malim y cols.,1989;
Felber y cols.,1989; Chang y cols.,1990). Esta accién se produce mediante interaccién con
regiones del ARNm localizadas en las secuencias codificadoras para la regi6n aminoterminal de
la gp4l y denominadas RRE (elementos de respuesta a Rev) (Rosen y cols.,1988; Dayton y
cols.,1989; Hadzopoulou y cols.,1989; Malim y cols.,1989). La interaccién de la proteina Rev
con estas estructuras permite la exportacién del ARNm no procesado al citoplasma y su
posterior procesamiento en los ARNs que codificardn por las diferentes proteinas estructurales

y reguladoras del VIH (Arrigo y cols.,1989; Chang y cols.,1990; Felber y cols.,1990).

c. Las secuencias repefitivas largas (LTR).

A lo largo del proceso de retrotranscripcién del ARN viral se produce una duplicacién
de las secuencias U3 y U5 que se situan adyacentes a la regién R a ambas extremidades del
genoma proviral (Coffin.,1990). La transcripcién del VIH a partir de su forma de provirus
integrado requiere de un dominio promotor - una secuencia que localiza la ARN polimerasa en
el sitio de iniciacidn de la transcripcién- y uno (o varios) dominios "enhancer” que facilitan la
transcripcién y que no necesitan estar situados en la proximidad del promotor al poder ejercer
su funcién a distancia (Ptashne.,1988; Mitchell y Tjian.,1989; Lewin.,1990). Al estudiar la
secuencia del LTR viral se ha definido ficilmente el dominio promotor del VIH que es una
secuencia TATA cldsica. Sin embargo la definicidn de las regiones enhancer en el LTR del VIH
ha resultado mucho mds compleja al contener éste secuencias consenso para miltiples factores
de transcripcidn (Gaynor.,1992). Es importante conocer cuales de los elementos reguladores

del VIH-LTR participan en la regulacidn positiva o negativa de la expresién génica. El andlisis
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de estas regiones ha permitido definir una seric de locus capaces de mediar una funcién
enhancer y caracterizar parcialmente los factores de transcripcién que se unen a estas

secuencias reguladoras (Rosen y cols.,1985; Garcia y cols.,1987).

En el genoma del VIH, la zona reguladora del LTR comprende la regién situada entre
las posiciones -454 y +184 (Ratner y cols.,1985; Sanchez-Pescador y cols.,1984; Wain-
Hobson y cols.,1985) y se puede dividir a su vez en tres regiones basandose en los efectos
globales de las mismas sobre la expresion viral: moduladora, (-454/-78), el aidcleo promotor

(-78/-1), y la regién TAR (+1/+60) (Figura 3).

La regién moduladora contiene al menos seis elementos definidos que unen los
siguientes factores de transcripcion (Tabla 4): Proteina activadora 1 (AP1) (Franza y
cols.,1988); factor de transcripcion del promotor de la ovoalbimina aviar (COUP) (Orchard y
cols.,1990; Cooney y cols.,1991); factor nuclear de células T activadas (NF-AT)
(Crabtree.,1988); factor estimulador "upstream” (USF) (Pognoner y Roeder.,1991; Smith y
Greene.,1989); factor 1-a de linfocitos T (TCF-la) (Waterman y Jones.,1990; Waterman y
cols.,1991); factor nuclear kappa-B (NF-kB) (Nabel y Baltimore.,1987; Kieran y cols.,1990;
Ghosh y cols.,1990; Kawakami y cols.,1990). Ademds, la regién moduladora contiene un
elemento adicional de regulacién negativa (NRE) descrito por distintos autores y localizado

entre las posiciones -185 y -340 (Rosen y cols.,1985).

Algunos de estos elementos son criticos para regular la expresién del VIH en tipos
celulares especificos como linfocitos y macréfagos en respuesta a distintos tipos de activacion
celular y son por tanto las secuencias que median una respuesta "inducible" del LTR. Sin
embargo su capacidad funcional y su importancia relativa en la transactivacién del LTR debe
ser valorada en distintos sistemas celulares. Aunque estos elementos son capaces de unir
factores de transcripcién "in vitro”, ésto no siempre conlleva una actividad funcional de los

mismeos.
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El elemento promotor es esencial en la expresién basal e inducida por Tat del VIH-
LTR. En él se encuentran tres consensos para el factor SP1 (Jones y col.,1986; Harrich y
cols.,1989; Kamine y cols.,1991; Southgate y Green.,1991), una secuencia TATA (Garcia y
cols., 1987, 1989; Jones y cols.,1988; Berkhout y Jeang.,1992) y un elemento iniciador (Jones
y cols.,1988). Los factores celulares que se unen a esta regién inducen la asociacién con el
complejo transcripcional primario permitiendo la transcripcién mediada por la ARN-polimerasa
II (Lewin., 1990; Meisterernst y Roeder., 1991; Pugh y Tjian.,1992).
TABLA 4. FACTORES DE TRANSCRIPCION QUE SE UNEN A LA REGION
MODULADORA DEL LTR DEL VIH.
REGION NUCLEQTIDOS PROTEINA (kD) | FUNCION
COUP (Promotor del gen de
ovoalbumina ) -371/-334 COUP (68) NEGATIVA
AP1 (Proteina activadora 1) -347/-329 AP-1 (43) 0
NE-AT (90,45,23) | POSITIVA
NF-AT (Factor nuclear de células ILF (60) POSITIVA
. -292/-255
activadas) ETS1y2(55) |?
REGION DE -173/-160 USF (44/43) | NEGATIVA
REGULACION NEGATIVA Otras proteinas | pogrrIva ?
hélice-asa-hélice
TCF-1la -139/-124 TCF-1a. (55) | posITIVA
(Factor de células T,1q) |
Proteinas de la
familia rel/NF-xB
ENHANCER NF-xB
-104/-81 (49,50,65,85) | oA
(Factor nuclear kB) PRDIL-BF-1 POSITIVA
MBP-1 NEGATIVA ?
L (300,200,70) |

El elemento TAR es critico para la activacién mediada por la proteina viral Tat (Garcia
y cols., 1989; Berkhout y cols., 1989; Hauber y Cullen.,1988; Selby y cols.,1989). EI ARN
producido por el elemento TAR forma una estructura estable a la cual se une la proteina Tat
(Feng y Holland.,1988; Roy y cols.,1990). Tat seria por lo tanto un enhancer ARN capaz de
completar la elongacién del ARN naciente (Berkhout y cols.,1989;Dingwall y cols.,1990; Sharp
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y Marciniak.,1990; Jones.,1993; Cullen.,1993). A esta estructura se une no sé6lo la proteina
viral Tat sino una seriec de factores celulares (TRP-185 y p68) (Wu y cols., 1991; Sheline y
cols.,1991; Gatignol y cols.,1989; Marciniak y cols.,1990). Ademds otros factores celulares
(UBP-1 y LBP-1) (Wu y cols., 1988; Pognonec y Roeder.,1991) se unen al ADN de TAR y

colaboran en la formacion del complejo transcripcional primario

Figura 3.ESQUEMA DEL LTR DEL VIH

REGION MODULADORA PROMOTOR REGION TAR

AP1 COUP NF-AT USFTCF-l1a NF‘-kB SP1 TATA INT UBP- IILBP-IUBP-Z CTF/NF'

1.5. Ciclo bioldgico del VIH.

El ciclo biol6gico del VIH puede ser dividido en dos etapas: la primera culmina con la
integraci6n del genoma viral en el ADN del huesped. A partir de este momento el VIH puede
permanecer en un estado de latencia, sin replicacion viral detectable o iniciar su replicacion

activa en lo que constituye la segunda fase del ciclo bioldgico del virus (Figura 4).

a. Interaccion con el receptor e infeccion celular.

La entrada del virus en la célula tiene como primer paso la interaccién con un receptor
viral especifico, la molécula de CD4 (Dalgleish y cols.,1984; Klatzmann y cols., 1984a, 1984b).
Esta proteina se encuentra presente esencialmente en la superficie de linfocitos CD4 y células de

la estirpe mononuclear-fagocitica lo que determina el tropismo viral 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; Perno y cols.,1990).

Figura 4. CICLO BIOLOGICO DEL VIH
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Fases del ciclo bioldgico del VIH: 1. Entrada. 2. Retrotranscripcion e Integracién. 3. Transcripcién
del genoma viral y sintesis de proteinas virales. 4, Gemacion,

La interaccién CD4-gp120 se produce entre el dominio V1 de la molécula de CD4 y
los aminodcidos 413-447 de la gp120, situados en la cuarta regién de la molécula y préxima al
dominic carboxi-terminal (Clayton y cols.,1988; Lasky y cols.,1987; Sattentau y cols.,1986;
Sattentau y Weiss.,1988; Mizukami y cols., 1988; Bowman y cols., 1990; Arthos y cols., 1989;
Capon y Ward., 1991) Sin embargo, dado que la conformacién tridimensional de la gp120 es
esencial para la unién a la molécula de CD4, modificaciones de la protefna viral alejadas de la
zona de unidn pero que modifican su estructura terciaria impiden la interaccién CD4-gp120
(Kowalski y cols., 1987; Richardson y cols., 1988; Eiden y Lifson.,1992, O Brien y cols.,
1990). Asimismo se ha demostrado que modificaciones minimas en la gp120 condicionan el

tropismo viral por linfocitos o macréfagos (Cordonnier y cols., 1989; Olshevsky y cols.,1989).
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La uni6n de la gp120 al receptor CD4 origina un cambio conformacional de la proteina
viral que permite la proteolisis de la misma a nivel del dominio V3 (Moore y cols., 1991). Este
proceso permite la interaccién de la gp41 con la membrana celular lo que origina una fusién de
las membranas viral y celular (Gallaher.,1987; Gonzalez-Scarano y cols.,1987; Pérez y
cols.,1992).

b. Retrotranscripcion e integracion.

Una vez que la nucleocapside viral penetra en la célula se produce la retrotranscripcién
de una de las hebras de ARN viral mediante Ia enzima TI que es transportada en el propio virién
(Varmus.,1988). La retrotranscripcién supone un complejo proceso que se realiza en el
citoplasma celular y que se inicia con la utilizacién como cebador de un ARN de transferencia
(ARNt) que se une al ARN viral en la regién 3° adyacente a la secuencia U5 (Panganiban y
cols.,1988). En nueve pasos y mediante la utilizacién de sus actividades ADN polimerasa y
ARNasa, la TT genera una doble hebra de ADN que duplica los LTR que se sitdan en ambas

extremidades del genoma proviral (Fig.5).

Se ha demostrado que el proceso de retrotranscripcion e integracién es dependiente de
la activacién celular aunque los requerimientos varian segin ¢l tipo celular considerado. En
linfocitos CD4 en reposo, una vez internalizado, el genoma viral es retrotranscrito de forma
incompleta y no se produce ]a finalizacién de la retrotranscripcién y la integracién a menos que
la ¢élula sea activada (Zack y cols., 1990; 1992). De hecho, se ha demostrado en linfocitos de
sangre periférica de pacientes seropositivos la existencia de ADN proviral no integrado que es
susceptible de integracion y replicacién si dichas células son activadas (Bubrinsky y cols.,1991).
Estas formas provirales no integradas pueden permanecer en el citosol celular hasta dos
semanas para algunos autores (Bubrinsky y cols., 1991} y constituyen un reservorio potencial

del VIH.
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Figura 5. MECANISMO DE RETROTRANSCRIPCION
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c. Replicacion viral.
La replicacion del VIH estd sometida a un estrecho proceso de control debido a

factores celulares y virales y que podemos sistematizar en distintas etapas:
- Iniciacién de la transcripcién.
- Transcripcién del genoma viral y sintesis de proteinas reguladoras y estructurales.

- Formacién y maduracion de viriones.

c¢. 1. Iniciacion de la transcripci6n.

La iniciacién de la wtranscripcion del genoma del VIH es dependiente de factores
celulares que interaccionan con las secuencias reguladoras localizadas en el LTR
(Gaynor.,1992). Estos factores actdan a nivel de las secuencias enhancer y promotor del LTR y
permiten la formacién y activacién del complejo trancripcional primario de la ARN polimerasa
II. De entre los miiltiples factores de transcripcién descritos capaces de unirse a las secuencias
reguladoras del VIH, el principal elemento "enhancer” demostrado corresponde al factor de
transcripcién NF-kB (Nabel y Baltimore.,1987; Lenardo and Baltimore.,1989). El papel de NF-
kB en la iniciaci6n de la transcripcion constituye el tema central de este trabajo y se analiza en

detalle mds adelante.

¢.2. Transcripcion del genoma viral y sintesis de proteinas reguladoras y

estructurales.

Una vez iniciada la transcripcién del genoma viral la regulacién en la expresi6n
completa del mismo se produce esencialmente por la accion de dos genes reguladores Tat y
Rev (Figura 6). Tar codifica por una proteina de 15 kD que es un potente transactivador que
aumenta la transcripcién del genoma viral del orden de 103 / 104 veces (Sodroski y cols.,1985;
Goh y cols.,1986; Arya y cols.,1986; Hauber y cols.,1987; Jones.,1993; 3). La diana de Tat es
la secuencia TAR, situada en la regién +1/+64, es decir inmediatamente después del sitio de
iniciacién de la transcripcién. Los primeros 59 nucle6tidos de los transcritos del VIH
configuran una estructura del ARN qgue permite la interaccién con la proteina Tat. El

transactivador del VIH es por lo tanto un “enhancer” ARN (Rosen y cols.,1985; Hauber y
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cols.,1988; Sharp y Marciniak.,1989; Cullen.,1993). El mecanismo de accidn de Tat no se
encuentra completamente dilucidado y probablemente actde a distintos niveles. Inicalmente se
demostr6 que Tat aumentaba la tasa de transcripcién dei genoma del VIH y que dicho efecto
era debido a una mayor elongaci6n de los transcritos de ARNm. En ausencia de Tat se produce
una elongacién incompleta del ARNm y la presencia de Tat permite que su sintesis alcance la
longitud correspondiente a todo el genoma viral (Cullen y cols.,1986; Peterlin y cols.,1986;
Rosen y cols.,1986; Kao y cols.,1987; Selby y cols.,1989; Braddock y cols., 1989). Por este
motivo se denomind a esta proteina Tat (por Transcription anti-terminator). Junto a este efecto
“elongador" muchos datos experimentales apuntan a que Tat probablemente actia asimismo a
nivel de la iniciaciébn de la transcripcién (Hauber y cols., 1987, Rice y cols.,1988;
Cullen.,1991;1993).

En este sentido se ha descrito la interaccién, o la dependencia de Tat de secuencias
localizadas en el LTR viral como Spl y NF-kB vy el sinergismo entre la proteina Tat y factores
transcripcionales que se unen a estas secuencias consenso (Berkhout y cols.,1990;Harrich y
cols.,1990; Bachelerie y cols.,1991; Liu y cols.,1992; Berkhout y Keang.,1992; Kamine y
Chinnadurai.,1992; Taylor.,1992). Recientemente se ha demostrado una interaccién directa
entre Tat y la proteina TFIID perteneciente al complejo transcripcional primario (Kashanchi y
cols.,1994). Todos estos datos apuntan a la existencia de una colaboracion a nivel de iniciacién
de la transcripcién entre distintos factores celulares y la proteina transactivadora Tat (Wu y
cols.,1991; Sheline y cols.,1991; Gatignol y cols.,1989; Marciniak y cols.,1990; Wu y cols.,
1988; Pognonec y Roeder.,1991). La produccion del ARN naciente permitiria en un segundo
paso la uni6n de Tat a su secuencia diana en el ARN y la elongacién completa del mismo
(Sharp y Marciniak.,1991; Cullen.,1991). La proteina transactivadora Tat es uno de los
elementos esenciales en la replicacién del VIH por lo que el estudio de los mecanismos de
accién de la misma es un elemento decisivo en la comprensién de los mecanismos de

reactivacién del VIH (Cullen,,1993).
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Figura 6. REGULACION DE LA TRANSCRIPCION DEL VIH
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El ARNm del VIH se sintetiza en forma de un tGnico transcrito que debe ser
procesado en los transcritos de distinto tamafio que permitirdn la sintesis de las proteinas
reguladoras y estructurales del VIH (Cullen y Greene.,1989). La proteina Rev desempefia un
papel central en este procesamiento. Rev es una protefna de 19kD, intensamente fosforilada que
tiene una localizacién nuclear y particularmente nucleolar (Cullen y cols.,1988; Perkins y
cols.,1989; Felber y cols.,1989). La expresién de la proteina Rev permite el transporte al citosol
y el procesamiento del ARN mensajero (Feinberg y cols.,1986; Leim y cols.,1988; Malim y
cols.,1989; Felber y cols.,1989; Chang y cols.,1990). La diana de Rev se encuentra en el ARN
viral a nivel de las secuencias de env. En esta regi6n se define una zona denominada RRE (Rev
responsive element) a la que se une la proteina Rev, quizds directamente o alterando la
actividad de una proteina celular de uni6n a ARN (Rosen y cols.,1988; Dayton y
cols.,1989;Hadzopoulou y cols.,1989; Malim y cols.,1989). La accién de Rev explicaria el que
en determinados modelos experimentales existe una fuerte expresiéon de ARNm en ausencia de

traduccion proteica. Este mecanismo permitirfa en la célula infectada una acumulacién del
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ARNm viral cuya traduccién se realizarfa masivamente en presencia de la proteina Rev (Arrigo

y cols.,1989; Chang y cols.,1990; Felber y cols.,1990).

Este retraso en la produccion de proteinas estructurales del virus seria seguido por una
produccion masiva de la expresi6n proteica en un periodo breve de tiempo. Esto conllevaria
por una parte la destruccién celular por efecto citopético, y por otra el escape de la célula
infectada a los mecanismos de reconocimiento inmune al no producirse una expresién de
proteinas en la membrana celular previamente a la replicaciéon masiva del virus (Cullen y

Greene.,1989).

¢.3. Maduracién de viriones.

Ademds del papel central de Rev en la regulacién de la produccién de las proteinas
estructurales del VIH, éstas deben ser procesadas postraduccionalmente antes de ensamblarse
en lo que constituirdn las particulas virales maduras. En este proceso participan distintas
proteinas virales entre las que destacan Vif, Vpu y la Proteasa viral. El producto del gen vif no
es esencial para la replicacién viral ni disminuye el efecto citopdtico observado en linfocitos T
infectados. Sin embargo los virus deletados en vif disminuyen su infectividad entre 100 y 1000
veces y su propagacién en el cultivo celular es fundamentalmente debido a contactos

intercelulares y no mediante particulas solubles (Strebel y cols.,1987; Fisher y cols.,1987).

El gen vpu tampoco es esencial para la replicacién del VIH, pero su ausencia origina
una acumulacién de proteinas en el citoplasma de la c€lula infectada y una menor produccidn

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

La Proteasa viral desempefia un papel central en la produccién de particulas virales
infectivas. Interviene en el procesamiento de los precursores p55 y gp160 producidos por los
genes gag y env. El procesamiento de la gp160 en gp4l y gp120 se produce en el momento
final de maduracién de las particulas virales, previamente a la gemacién y su accién permite

constituir una particula viral madura y de estructura normal (Loeb y cols.,1989; Kohl y
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cols.,1988). En ausencia de accién de la Proteasa viral se obtiene una produccién de proteinas
y ARN viral libre o ensamblado de manera imperfecta en viriones no maduros y que carecen de

capacidad infecciosa.

1.6. Latencia y reactivacion del VIH.

a. Células diang..

Al igual que la mayorfa de los lentivirus y otros virus, et VIH puede permanecer en
estado latente en sus células diana y ser susceptible de reactivacién en funcién del estado de
activacién de la célula infectada (Haase.,1986; Virelizier.,1990). El comportamiento biolégico
del VIH parece ser diferente segin sea el tipo celular infectado. Los linfocitos CD4 tanto de
ganglios linfiticos como en sangre periférica se encuentran infectados por el VIH en forma
mayoritariamente latente (Harper y cols.,1986; Psalidopoulos y cols.,1989). En linfocitos
circulantes se ha demostrado que el ADN proviral puede encontrarse integrado o no integrado
siendo este ultimo susceptible de integracién si la célula es activada (Bubrinsky y cols.,1991;
Zack y cols., 1990, 1992). Por el contrario los macréfagos tisulares replican el VIH "in vivo"
(Price y cols.,1988; Koenig y cols.,1986) por lo que se postula que en estas células la latencia
viral no existiria y que el VIH tras su integracién entraria directamente en fase de replicaci6n
activa (Gendelman y cols.,1989; Gartner y cols.,1986). Sin embargo, no puede descartarse que
en determinadas poblaciones macrofigicas exista una latencia viral al igual que en linfocitos

CD4 (Moses y cols.,1994).

b. El reservorio viral.

Uno de los aspectos de la patogenia de la infeccion VIH peor comprendidos ha sido el
bajo nimerc detectable de células infectadas. Los trabajos iniciales mostraron que apenas
1/1000 linfocitos de sangre periférica se encontraban infectados por el VIH, y de estos menos
del 1/100 replicaban activamente el virus (es decir menos de 1/100.000 linfocitos) (Harper y
cols.,1986). La aplicacién de técnicas de mayor sensibilidad como la PCR penmitieron

demostrar que la frecuencia de infeccién de los linfocitos CD4 variaba entre 1/800 en pacientes
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asintomdticos a 1-3/100 en pacientes con SIDA (Psallidopoulos y cols.,1989; Schnittman y
cols.,1989; 1990; Bubrinsky y cols.,1991). Sin embargo el niimero de células infectadas parecia
anormalmente bajo para explicar la destruccién masiva del sistema inmune originada por el
VIH. Recientemente se ha demostrado que la carga viral se encuentra localizada en los ganglios
linfiticos que constituyen el 98% de los linfocitos totales del organismo (Embretson y
cols.,1993; Pantaleo y cols.,1991). En los 6rganos linfoides hasta un 40% de los linfocitos CD4
se encuentran infectados desde los primeros estadios de la enfermedad. Existe ademds una
enorme cantidad de virus libre "atrapado” en las prolongaciones interdigitantes de las células
dendriticas. Sin embargo, el nimero de linfocitos que replican activamente el VIH es muy
reducido, entre el 0.3 y el 3% de las células infectadas (Embretson y cols.,1993). Estos datos
apoyaria la hipétesis segin la cual el sistema inmune es destruido directamente por el virus
(efecto citopdtico directo), pero confirman que en la mayorfa de los linfocitos CD4 infectados

existe un estado de latencia real, al menos en algunos momentos de su evolucién.

c. Latencia celular v latencig clinicg

La existencia de una latencia real en la infeccién por el VIH ha sido muy debatida.
Basandose en los datos expuestos previamente es importante distinguir entre la latencia
virolégica a nivel celular y la latencia clinica. La latencia celular es un fenémeno real que ha
sido demostrado "in vivo" en linfocitos CD4 (Harper y cols.,1986; Schnittman y cols.,1989;
1990; Bubrinsky y cols.,1991). El entorno celular de los linfocitos T en reposo constituye un
contexto biol6égico especialmente adecuado para la latencia debido a I ausencia de los factores
necesarios para la replicacién del VIH (Virelizier.,1990). Esto se ve correlacionado por los
estudios "in vitro"” y "ex vivo" en los que el cultivo de linfocitos de sangre periférica en fase de
reposo no permite detectar ningin tipo de produccién viral. Sin embargo, la activacién de las
mismas células mediante mitégenos, presentacién antigénica o anticuerpos dirigidos contra el
complejo CD3/Ti originan una replicacién viral masiva (Barré-Sinoussi y cols. 1983; Popovic y
cols.,1984; McDougal y cols.,1985; Folks y cols., 1986, Zack y cols.,1990; Bubrinsky y
cols.,1991; Saksela y cols.,1993). Esto es debido a que la activacidn celular produce en los

linfocitos T la induccién de citokinas, receptores de citokinas, factores de transcripcién, proto-
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oncogenes y moléculas de activacién en la supeficie celular (Crabtree.,1989). Asi como el
linfocito T en reposo presenta un ambiente celular adecuado para la latencia, el contexto
biolégico del linfocito T activadoe suministra todos los factores necesarios para permitir una
replicacién masiva del VIH. El linfocito T CD4 representa probablemente el reservorio mds
importante del VIH al permitir la latencia viral en su estado de reposo y una replicacién viral

masiva en el curso de los procesos de activacién inmune.

Desde ¢l punto de vista clinico es correcto afirmar que la latencia viral no existe al ser
posible aislar el VIH en todos los estadios de 1a enfermedad (Ho y cols.,1989). Esto es debido a
que en el organismo se produce la resultante del estado de replicacién en todas las células
infectadas por el VIH. En cada momento, aunque exista un nimero mayoritario de células
infectadas de forma latente, existen asimismo macrofagos tisulares que soportan la replicacién
activa del VIH y linfocitos CD4 que estdn siendo activados y por lo tanto replican el virus. Sin
embargo, estos datos no contradicen la existencia a nivel de cada célula individual de un
proceso de latencia viral en la infeccién por el VIH. Es probablemente debido a esta latencia
por lo que la enfermedad no presenta un curso fulminante sino un carcter insidioso, crénico y
progresivo. La comprensién de los mecanismos moleculares que permiten la latencia y que
median la reactivacién del VIH representan por lo tanto un problema central en la comprension

de los mecanismos patogénicos responsables del desarrollo del SIDA.
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1.7. El factor de transcripcién NF-kB.

a. Generalidades.

Aunque la sintesis, procesamiento y transporte del ARNm se encuentra regulada por
factores virales, la iniciacién de la transcripcién del VIH es estrictamente dependiente de
factores celulares. Entre los factores capaces de transactivar el LTR del VIH, el principal
elemento inducibie implicado en la reactivacién del VIH a partir de su estado de latencia es el

factor de transcripcion NF-kB (Nabel y Baltimore.,1987; Lenardo y Baltimore.,1989).

El factor de transcripcién NF-kB fue inicialmente descrito como un elemento regulador
de la transcripcibn de las cadenas ligeras kappa de las inmunoglobulinas (Sen y
Baltimore.,1986). Posteriormente se describieron consensos NF-kB en los promotores de
muiltiples genes celulares y virales (Tabla 5). De forma caracteristica, muchos de los genes
regulados por NF-kB se encuentran implicados en la regulacién de la respuesta inmune y en el
desarrollo embrionario (Grilli y cols,,1993; Nolan y Baltimore.,1992). Genes NF-kB
dependientes son los correspondientes al complejo mayor de histocompatibilidad (MHC),
citokinas, receptores de citokinas, receptor de la célula T. Esto apunta a que NF-kB es un
factor importante en la regulacién de la expresién de los genes de respuesta inmune que son

inducidas en el curso de los fendmenos de activacién celular.

El consenso NF-kB viene definido por la secuencia GGG R(ACT)T YYC C y existen
variaciones sobre este consenso en las regiones reguladoras de los diferentes genes (Tabla 5).
Estas variaciones parecen implicadas en la regulacién diferencial de la expresién de los distintos
genes por las diferentes formas moleculares de NF-kB. Asi, algunos consensos favorecerfan la
asociacion con determinados complejos proteicos NF-kB y la actividad funcional de los mismos

variaria de acuerdo a las secuencias consenso consideradas (Liou y Baltimore.,1993).
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Tabla 5. GENES Y VIRUS NF-kB DEPENDIENTES Y SUS CONSENSOS

Gen Consenso

Cadena kappa de inmunoglobulinas de ratén (G)GGGACTTTCC
SV4)

VIH-1 (-91)

Citomegalovirus

VIH-1 (-105) (A)GGGACTTTCC
VIH-2

Citomegalovirus

B,-microglobulina

Amiloide sérico A

Cadena kappa de inmunoglobulinas humanas GGGGACTTTCC
Citomegalovirus

Cadena beta del receptor de lacélula T

Cadena invariante del MHC clase II

Interferén 3 GGGAAATTCC
Citomegalovirus GGGACTTTCC
MHC clase II (Eo) GGGACTTCCC
Interleukina 2 GGGATTTCAC
Receptor de interleukina 2 de ratén GGGGATTCCT
Receptor de interleukina 2 humana GGGAATCTCC
MHC clase I de rat6n (H2-k) GGGATTCCCC
MHC clase I humano

Consenso GGGRgTYYCC

T
b. La familia rel/NF-XB.

El clonaje y caracterizacién de NF-kB demostré que la actividad "enhancer" descrita
corresponde en realidad a una familia de factores de transcripcién que guarda homologias con

la familia de proto-oncogenes c-rel y dorsal. Tras el clonaje de la subunidad p50 de NF-kB



{Kieran y cols.,1990; Gosh y cols.,1990) se ha realizado la caracterizacién de otros miembros
de Ia familia rel/NF-kB (Tabla 6). Estas protefnas pueden combinarse entre ellas formando
homo o heterodimeros y la capacidad transcripcional de los mismos varfa segtin la composici6n
de los complejos y el consenso al que se unen {Grilli y cols.,1993; Perkins y col.,1992; Fujita y
cols.,1992) (Tabla 7). Comparten una regién de homologia de aproximadamente 300
amino4cidos en la cual tienen alrededor de un 54% de identidad (regién de homologia Rel). El
dominio comin Rel confiere muchas de las propiedades de estas protefnas: el reconocimiento
del sitio de unién al ADN, la capacidad de dimerizacién, la localizacién nuclear y su interaccién
con las moléculas de tipo IkB (inhibidores de NF-kB) (Nolan y Baltimore.,1992; Liou y
Baltimore.,1993).

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

—
Nombre comin Proteina Gen
NE-kB p30 NF-kB1
pé3 relA
p105 (precursor de p50) NF-kB1
Lyt-10 (p100) p100(precursor de p49/p52) NF-kB2
p49/p52 NF-kB2
c-rel c-Rel c-rel
relB RelB relB
dorsal Dorsal dorsal

La proteina pl105, precursora de la p50, contienen en su molécula tanto funciones
activadoras como inhibidoras: el dominio amino-terminal contiene la p50, una subunidad del
factor transcripcional NF-kB, mientras que el dominio carboxi-terminal contiene repeticiones
de ankirinas que se encuentran habitualmente en las proteinas de tipo IkB (Henkel y cols.,1992;

Inoue y cols.,1992; Liou y cols.,1992; Rice y cols.,1992; Fan y Maniatis.,1991).
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El precursor preproteico pl100 fue clonade como un oncogen putativo (IytlQ) (Neri y
cols.,1991) a partir de la translocacién cromosémica en un linfoma de células B y tiene una
estructura similar a la p103. Su proteolisis da lugar a la proteina p49/p52 (Schmid y cols.,1991;
Bours y cols.,1992) .

El resto de factores no son procesados por proteolisis a partir de precursores. La
subunidad p65 de NF-kB tiene una regién carboxi-terminal rica en residuos acidicos que
constituyen un dominio de activacién transcripcional (Nolan y cols.,1991; Hansen v cols.,1992;

Fujita y cols.,1992).

Tabla 7. ACTIVIDAD TRANSCRIPCIONAL DE LOS DISTINTOS COMPLEJOS DE

LA FAMILIA Rel/NF-kB
Complejo | Sitios de Actividad Complejo | Sitios de Actividad
union transcripcional* union transcripecional*
p50/p65 IL-2 + pS2/c-rel IL2R ND
IL2R +
IL-6 + p65/c-rel Urckinasa +7)
Urokinasa +
Ig/VIH + (p50), Ig/VIH +
IFN-f + IL-2 ND
H2 + IL2R ND
P52/P65 Ig/VIH + IFN-f +/-
H2 +/- H2 +
IL-2R +/- (p52) Ig/VIH +/-
Palindromo +/- H2 +-
p50/RelB Tg/VIH + (p65), 1L2R ND
Palindromo + Ig/VIH +
pS2/RelB 1g/VIH + IFN- *
Palindromo +- (c-rel), IL2R +
p52/p50 Ig/VIH +/- L6 -
Palindromo +/- Ig/VIH ND
p50/c-rel Ig/VIH ND

*Por ensayos de transfeccion transitoria o transcripcién "in vitro":ND: no demostrada; + positiva; - represora,
+/- nula

El proto-oncogen c-rel (Nakayama y cols,,1992; Tan y cols.,1992) fue identificado a

partir de su oncogén homoélogo v-rel que produce linfornas malignos en pollos (Kamens y
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cols.,1990). RelB (Ryseck vy c©0ls.,1992) fue aislado a partir de una libreria de fibroblastos
murinos inducidos con suero. Tiene mayor homologia con c-rel aunque contiene un dominio

"leucine zipper" y un dominio de activacién carboxi-terminal.

El gen de Drosophila dorsal estd implicado en la formacién del eje dorso-ventral en la

mosca durante el desarrollo embrionario (Rushow y cols.,1989).

c. La familia d efngs IKB (inhibid le NF-LB).

Este grupo de proteinas se define por su capacidad funcional para unir elementos de la
familia NF-kB (Tabla 8). Estd formada por IkB-a, IkB-B, IkB-y (extremo carboxi-terminal de
la p105), el proto-oncogen Bcl3 y el gen de Drosophila, cactus (Nolan y Baltimore.,1992; Liou
y Baltimore.,1993).

Las proteinas IkB identificadas hasta el momento contienen entre cinco y siete
repeticiones de motivos ankirina de 33 aminodcidos. Estas repeticiones ankirina son necesarias
para interaccionar con los dominios rel comunes a toda la familia rel/NF-kB, pero la forma
exacta de esta interaccién no es bien conocida. Las sefiales de localizacién nuclear de las
proteinas rel/NF-kB son necesarias para interaccionar con los distintos IkB y se verfan
"enmascaradas” durante este proceso, lo que explicaria la capacidad de las proteinas inhibidoras

para retener los complejos rel/NF-kB en el citosol (Beg y cols.,1992).

Existe una cierta especificidad en la interaccion de los diferentes IkB con las protefnas
de la familia rel/NF-kB: IkB-o. interacciona con complejos que contienen entre sus subunidades
c-rel 0 p65 (incluyendo los heterodimeros con p50) (Haskill y cols.,1991; Beg y cols.,1992).
Bcl3 e 1kB-v interactian preferentemente con las proteinas pS0 y p52 (Franzoso y cols.,1992;

Liou y cols.,1993; Nolan y cols.,1993) (Tabla 8).

El gen de 1kB-B no ha sido clonado todavia. El gen que codifica por IkB-oo (MAD3)

fue clonado a partir de una libreria obtenida de macréfagos adherentes como un gen de
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activacion temprana (Haskill y cols.,1991). La regién terminal de la p105 tiene actividad IkB
(Henkel y cols.,1992; Inoue y cols.,1992; Rice y cols.,1992). El proto-oncogen Bcl3 fue
identificado en el punto de fractura de una translocaciéon 14:19 en la regién IgH—o de una
leucemia de células B (Ohno y cols.,1990). El gen de drosophila, cactus, se identificé

genéticamente como un regulador negativo de dorsal (Gesler y cols., 1992; Kidd.,1992).

Tabla 8. PROTEINAS CON ACTIVIDAD IkB

Proteinas Proteinas a las que se une
IkB-a (MAD3) p65, c-rel y sus compiejos
IkB-B p65 y sus compiejos (7)
IkB-y p50, p52
Bcl-3 p50, p52
Cactus dorsal
d. Regulacion de | efnas de la familig NF-KB.

La actividad de los factores de la familia rel/NF-kB es regulada por distintos
mecanismos: - regulacién de la transcripcién
- regulacidn de la translocacion nuclear
- composicién de los complejos y variaciones en la secuencia consenso

- interaccién con otras proteinas

d.1.Regulacién transcripcional.

El control transcripcional es un mecanismo esencial de regulacién génica. La expresién
diferencial de determinados miembros de la familia rel/NF-kB e IkB en distintos tejidos y en
diferentes estados de desarrollo condicionard la formacién de los diferentes complejos y la
activacion de distintos genes kB-dependientes. Aunque algunos complejos de la familia rel/NF-

kB como p50/p65 son detectables en el citosol de todos los tipos celulares estudiados, otros
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componentes se inducen por distintos estimulos. Asf, la activacién linfocitaria y monocitaria
origina una induccién transcripcional de p10S5, p100, c-rel e 1kB-a (Bours y cols.,1992; Payd y
cols.,1992; Haskill y cols.,1991; Schmidt y cols.,1991; Baldwin y cols.,1991).

Existe también una regulacién en la expresién de los distintos elementos rel/NF-kB
segun el estadfo de diferenciacién. En las células B existe un control complejo de la regulacién
de las protefnas rel/NF-kB: en células pre-B, existen complejos pS0/p6S en el citosol que
pueden ser translocados mediante activacion con LPS. Sin embargo en las células B
diferenciadas aparece una actividad rel/NF-kB formada por complejos p50/c-rel (Liou y
Baltimore.,1993).

d.2.Regulacion de la translocacion nuclear.

Se ha descrito la localizacién nuclear de factores NF-kB en un mimero reducido de
tipos celulares, esencialmente linfocitos B y células de estirpe mielomonocitica (Liou y
Baltimore.,1993; Griffin y cols.,1989). Sin embargo, en todas las células estudiadas hasta el
momento se ha detectado la presencia de factores rel/NF-kB en el citosol. Estos factores
pueden ser translocados al miclec en el curso de los procesos de activacién celular donde
actian sobre sus dianas en las regiones reguladoras de los distintos genes kB-dependientes
(Virelizier y cols.,1990, Schutze y cols.,1992; Mathias y cols.,1993), La regulacién de los
factores rel/NF-kB se produce esencialmente mediante el secuestro de los mismos en el
compartimento citopldsmico de la célula (Figura 7) debido a su uni6én con las proteinas de la

serie IkB (Tabla 8).

La regulacién de la translocacién de NF-kB se realiza por dos mecanismos: proteolisis y
fosforilacién, Las moléculas de pS0 y p49 son sintetizadas como precursores de 105 y 100kD
de peso molecular respectivamente y tienen una localizacién citosélica. La proteolisis de los
precursores permite que las sefiales de localizacién nuclear (NLS) transloquen las subunidades
p50 y p49 al nicleo celular (Henkel y cols.,1992; Neumann y cols.,1992; Inoue y cols.,1992;
Liou y cols.,1992; Rice y cols.,1992),
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El segundo mecanismo es el de fosforilacién. Las protéinas p50, p49 y c-rel pueden
formar heterodimeros con la subunidad p6S. Esta a su vez puede interactuar con protefnas IkB
(IkBa., IkB[) que retienen el complejo en el citosol celular. Esta unién IkB-p50/p65 puede ser
rota mediante la fosforilacién de IkB. In vitro se ha demostrado que tanto protein kinasas C, A,
€ y casein kinasas II pueden mediar este proceso (Ghosh y Baltimore., 1990; Link y cols.,1992;
Diaz-Meco y cols.,1993). La activacién de dichas kinasas se produce en el curso de los
procesos de activacién celular, especialmente durante los fenémenos de reconocimiento inmune
y los inducidos por citokinas (Tong-Starsken y cols.,1989; Hazan y cols.1990; Osbom y
cols.,1991; Schutze y cols.,1992; Mathias y cols.,1993; Diaz-Meco y cols.,1993; Arenzana-
Seisdedos y cols.,1993; Beggy cols.,1993). La fosforilacién de IkB y la consiguiente
translocacién de NF-kB puede representar un elemento comin a la regulacién de los

mecanismos de activacién inmunolégico y a la reactivacién del VIH.

Figura 7. REGULACION DE NF-kB
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d.3.Composicion de los complejos y variaciones en el consenso.

La especificidad en la activacion de diferentes genes puede ser funcién de la
composicién de los complejos de la familia rel/NF-kB. Aunque agrupados en la misma familia,
cada protefna individual rel/NF-kB o cada complejo heterodimérico puede diferir de los demds
en cuanto a su afinidad de unién a diferentes consensos, interaccién con otras proteinas o
actividad transcripcional en un consenso kB determinado. Son estas diferencias entre los
distintos consensos y complejos proteicos las que condicionarfan la expresidn diferencial de los
distintos genes kB-dependientes en funcién del tipo celular y del estado de activacién (Tabla 7)
(Kang y cols.,1992; Hansen y c0ls.,1992; Fujita y cols.,1992; Khretzschmar y cols.,1992;
Nakayama y cols.,1992; Perkins y cols.,1992; Tan y cols.,1992).

Esta hipdtesis se ve apoyada por los siguientes datos experimentales: en primer lugar,
no existe una asociacién aleatoria de todas las combinaciones posibles entre los miembros de la
familia rel/NF-kB. Asi, no existen homodimeros de RelB, y esta proteina no puede formar
heterodimeros con p65 o c-rel, aunque si con p50 y p52 (Ryseck y cols.,1992); en segundo
lugar, la afinidad respecto a los diferentes consensos es diferente segiin la composicién de los
complejos; por ultimo, la actividad transcripcional de un complejo dado varia segin sea el
consenso al que se une. Ejemplos de ésto lo constituyen los homodimeros de p50, que son
transcripcionalmente activos sobre el gen de H2 y Ig/VIH, pero no inducen el promotor del
interferén B (Fujita y cols.,1992); también los heterodfmeros de p50/p65 y p52/p635, que pueden
unir pricticamente todos los consensos descritos aunque s6lo los heterodimeros p50/p65 son

activos sobre los promotores de H2 e IL2R (Perkins y cols.,1992; Schmidt y cols., 1991).

d4. Interaccion con otras proteinas.

Las proteinas rel/NF-kB interaccionan con otras proteinas no sélo en ¢l caso de su
regulacién negativa con las proteinas de tipo IkB sino con otras que pueden actuar como
cofactores en la transcripcion de los genes kB-dependientes. Se han descrito interacciones
proteina-proteina entre p65 y el factor de transcripcién AP1 en la regulacién del gen del

receptor de interleukina 2 (Stein y cols.,1993); existe una cooperacidn en la induccién del gen
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de interferén B entre p50/p63 y la proteina HMG I(Y) mediante la unidn de ésta a la hélice
menor del consenso kB (Thanos y Maniatis.,1992); una interaccion entre p50 y el factor NF-
IL6 ha sido descrita "in vitro" aunque el papel funcional de esta interaccién no estd

completamente explicado (Leclair y cols.,1992).

Un caso muy particular es el de Bcl3. Estaprotefna es capaz de interaccionar con
homodimeros de p50 ¢ inhibir su unién al ADN. Sin embargo, algunos autores han demostrado
que Bcl3 presenta una actividad transcripcional cuando se une a la p50. Segin estos resultados,
el complejo Bel3/pS0 serfa transcripcionalmente activo y en el mismo, al igual que en los
complejos heterodiméricos p50/p65, la protefna p50 constituirfa el dominio de unién al ADN y
Bcl3 el dominio transactivador. Paraddjicamente, Bcl3 podria actuar simultineamente como
inhibidor de la unién de p50 al ADN y como activador de la la transcripcién durante el tiempo
en el que el complejo p50/Bcl3 se encuentra unido al ADN (Franzoso y cols.,1992; Hatada y
cols.,1992; Kerry cols.,1992; Bours y cols.,1993; Nolan y cols.,1993).

d.5. Conclusion.

Al ser una familia de factores de transcripcién que actian sobre miiltiples genes
inducibles, las protefnas rel/NF-kB se encuentran sometidas en la célula a una regulacion
estrecha y compleja que tiene lugar a distintos niveles. Dado que NF-kB es ademds un elemento
esencial en la iniciacidon de la ranscripcion del VIH, el estudio de los mecanismos de regulacién
de la actividad transcripcional de las protefnas de la familia rel/NF-kB tiene una gran

importancia en la comprensién de los mecanismos de latencia y reactivacién del VIH.
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2.1. Hipotesis de trabajo.

La hipftesis de partida del presente trabajo considera que la iniciacién de la
transcripcion del genoma del VIH se encuentra regulada de forma diferente en linfocitos T
normales y en lineas linfoblastoides tumorales. Por lo tanto, los fenémenos de latencia y

reactivacién viral tendrdn requerimientos diferentes segiin el tipo celular considerado.

Esta hipétesis se basa en los siguientes datos clinicos y experimentales:

1. En el contexto celular de los linfocitos CD4, el VIH permanece mayoritariamente en
un estado de latencia. Aunque una gran proporcidn de linfocitos CD4 (hasta un 30% en los
6rganos linfoides) se encuentran infectados por el VIH (Embretson y cols.,1993; Pantaleo y
cols.,1993), el porcentaje de células en las que existe una replicacién detectable es muy

reducido (<1%).

2. Esta noci6én se ve reforzada por los hallazgos “in vitro" que muestran que no es
posible detectar ninguna replicacién viral en sistemas de infeccién de PBLs "in vitro” ni en
linfocitos aislados de pacientes seropositivos en estado de reposo celular. Sin embargo, la
activacién de los linfocitos CD4 mediante mitgenos, citokinas o antigenos origina una rdpida y
masiva transcripcion del genoma del VIH y la generacion de una progenie viral (Barré-Sinoussi
y cols.,1983; Popovic y cols.,1984; McDougal y cols.,1985; Folks y cols.,1986a; Zack y
cols.,1990; Bubrinsky y cols.,1991; Saksela y cols.,1992).

3. A diferencia de lo observado en linfocitos CD4 normales, la infeccién por ¢l VIH de
lineas linfoblastoides T origina una intensa replicacién viral en ausencia de estimulos de

activacién celular adicionales (Adachi y cols.,1986; Harrich y cols.,1990).
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Por lo tanto, el entorno celular de los linfocitos CD4 permitirfa al VIH desarrollar su
ciclo biolégico en distintas fases: en situacién de reposo celular, el VIH permaneceria en un
estado quiescente y inicamente en el contexto de la activacién del linfocito CD4 se produciria
la reactivacién del genoma del VIH y la replicacién viral masiva subsiguiente (Virelizier.,1990).
Por el contrario, en lineas linfoblastoides la infeccién por el VIH no presentarfa una fase de

latencia sino de replicacién continda al existir una activacion "basal” de los mecanismos que

permiten la transcripcién del genoma viral.

La segunda hipétesis de trabajo propugna que NF-kB es el principal elemento inducible
que regula la transcripcion del genoma viral en el contexto celular de los linfocitos CD4,

mientras que en las lineas linfoblastoides su papel no seria esencial en la replicacién del VIH.

Esta hipétesis se fundamenta en los siguientes datos:

1. La iniciacién de la transcripcién viral es dependiente de factores celulares que
interaccionan con las secuencias reguladoras localizadas en el LTR del VIH. Entre los
elementos reguladores existentes en el LTR se han descrito dos consensos para el factor de
transcripcién NF-kB (Jones.,1989; Cullen y Greene.,1989; Gaynor 1992). NF-kB es a su vez
uno de los factores de transcripcién inducidos en el curso de los procesos de activacién
linfocitaria T que originan la reactivacién del VIH. Por lo tanto, la translocacién nuclear de NF-
kB en la célula infectada no sdlo activarfa los genes celulares NF-kB dependientes, sino que
actuarfa ademds sobre el "enhancer" del VIH iniciando asi la transcripcion viral (Israel y
cols.,1989; Osborn y cols.,1989; Tong-Starsken y cols.,1989; Hazan y cols.,1990; Beg y
cols.,1993).
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2. Una vez que se inicia la transcripcién del genoma del VIH, la produccién de Tat, el
transactivador viral aut6logo aumenta enormemente la transcripcién del genoma viral (Sharp y
Marciniak.,1989; Jones.,1993; Cullen.,1993). Dado que se ha descrito una colaboracién en la
transcripcion del VIH entre Tat y factores celulares que se unen al LTR viral, incluyendo NE-
kB, este factor podria ser un elemento esencial en la replicacién del VIH, no sélo actuando

como iniciador de la trancripcién, sino como elemento colaborador con 1a proteina Tat.

En resumen, s¢ ha demostrado que la activacién de los linfocitos T y la induccién
simultinea de NF-kB modifican radicalmente la permisividad para la replicacién del VIH en
este tipo celular. La translocacién de NF-kB podria representar por lo tanto el mecanismo
responsable de la iniciacién de la trancripcion del genoma viral en el curso de los procesos de
activacién linfocitaria y el principal elemento regulador de la replicacién del VIH a partir de su

estado de latencia (Virelizier,,1990),

Sin embargo, el papel de NF-kB como elemento esencial en la regulacién de la

replicacién del VIH es cuestionado a partir de dos hechos experimentales.

a. En lineas linfoblastoides T la induccién del enhancer viral y la replicacion del VIH

son independientes de la activacién celular y de l1a translocacién nuclear de NF-kB.

b. Por otra parte, se ha demostrado que provirus deletados en las secuencias kB en el
LTR pueden replicar con intensidad similar a provirus salvajes en blastos linfocitarios

infectados "in vitro".

Estos datos contradictorios sobre la importancia de NF-kB en la reactivacion del
genoma del VIH deben ser clarificados mediante el estudio del funcionamiento del LTR y de la

infeccién viral en modelos celulares relevantes y préximos a la infeccién viral "in vivo”,
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En nuestra hipétesis de trabajo, dados los diferentes requerimientos transcripcionales
existentes entre linfocitos T normales y lineas linfoblastoides, ¢l andlisis molecular de los
mecanismos de latencia y reactivacion del VIH y el papel de NF-kB en este proceso debe ser
estudiado en el contexto celular de los linfocitos CD4. Este sistema es el Gnico que nos

permitird extraer conclusiones relevantes sobre el comportamiento biolégico del VIH "in vivo",

2.2. Objetivos.

El objetive global del presente trabajo es desarrollar un modelo experimental que nos
permita estudiar la transcripcién del VIH en un contexto celular relevante con el fin de analizar
y comparar los requerimientos de transactivacién del LTR y de replicacién viral existentes en

linfocitos CD4 normales y en una linea linfoblastoide T.

Los objetivos concretos son:

1. Analizar el papel del factor de transcripcién NF-kB en la regulacién de la transactivaci6n
del LTR en linfocitos CD4 normales y en lineas linfoblastoides T.

2. Estudiar el papel de la protefna Tat y su cooperacién con NF-kB en ambos tipos celulares.

3. Analizar los factores de transcripcion de la familia rel/NF-kB existentes en linfocitos CD4 en
estado de reposo y tras activacion.

4. Definir el papel de NF-kB en la replicacién de! VIH en linfocitos CD4.

Los modelos experimentales desarrollados para realizar estos objetivos son:

1. Sistemas de transfeccién transitoria de linfocitos CD4 en reposo y lineas linfoblastoides T.
2. Sistemas de infeccidén de linfocitos CD4 con provirus mutados en las secuencias NF-kB.
3. Andlisis molecular de los factores de transcripcién de la familia NF-kB mediante el

estudio de la interaccion ADN-proteinas (retardo en gel) y Western Blot nuclear.
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MATERIALES

3.1. Células.

J-Jhan es un clon celular derivado de la linea Jurkatt (Israel y cols.,1989). Es un
linfocito T de fenotipo CD3+, CD4+, DR-.

8ES es un clon celular derivado de la linea A3.01 que contiene una copia integrada
del VIH (Folks et al., 1986b).

Los linfocitos CDD4 de sangre periférica fueron obtenidos a partir de la fraccién

leucocitaria de donantes de sangre sanos.

3.2, Plasmidos.

a. Yectores de expresién v vectores marcgdores (Fieurg 8).

El pldsmido LTRWT-Luc y LTRAKB-Luc (Bachelerie y cols.,1991) contienen la
secuencia de nucledtidos comprendida entre -644/+78 que corresponden a la regién U3+R
del LTR de la cepa LAI del VIH. En el vector LTRAxB-Luc el tandem de elementos NF-
kB ha sido deletado y reemplazado por la secuencia de restriccién del enzima Bell (Du y
cols., 1989). Estas secuencias del LTR fueron clonadas en el sitio HindlIII del plasmido pC-
Luciferasa (Schwartz y cols., 1990). La protefna Tat del VIH fue expresada a partir de
diferentes vectores: Los plasmidos LTRWT-Tat y LTRAXB-Tat contienen el cDNA del gen
Tat del VIH clonado bajo el contro! del LTR del VIH en su forma completa o deletada de
las secuencias kB respectivamente; el plasmido LTRWT-ATat que es utilizado como control
negativo en varios experimentos fue construide clonando bajo el control del LTR completo
un cDNA de Tat que codifica por una proteina truncada en los primeros 30 aminodcidos del
extremo amino-terminal y que por lo tanto no es funcional; el pldsmido CMV-Tat contiene
un cDNA funcional de la proteina Tat situado bajo el control del promotor del

Citomegalovirus (Hazan y cols.,1990).
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El vector TK-Luc (Hazan vy cols.,1990) contiene el promotor minimo de la Timidin
Kinasa de Herpes Simplex. El vector ConA-Luc (Arenzana-Seisdedos y cols.,1993)
contiene el promotor de la Conalbimina.

Los vectores RSV-Luc y CMV-Luc (Schwartz y cols.,1990) expresan el gen de la
luciferasa bajo el control de los promotores virales heter6logos del Virus del Sarcoma del
Rous y del Citomegalovirus humano respectivamente.

El pldsmido CMV-p50 (Kieran y cols. 1990) contiene el cDNA (fragmento Xho,
498 aminodcidos) del gen de la subunidad p50 de NF-kB clonado bajo el control del

enhancer-promotor de Citomegalovirus (Vector pRC-CMV, Invitrogen).

b. Yectores provirales (Figura 9).

En los experimentos de infeccién se utilizaron clones provirales salvajes o mutados
en el consenso kB, cedidos por el Dr.Richard Gaynor (Division of Molecular Virology,
Southwestern Medical Center, University of Texas, Dallas, USA). Las secuencias de dichos
provirus se encuentran divididas en dos pldsmidos diferentes: El fragmento 5° tanto del
provirus salvaje como del mutado en el consenso kB (pUC5"HIVarm) corresponde al
LTRSy los genes gag y pol, y deriva de los clones moleculares SF2 (fragmento
BamHI/Sphl) y HTLV-IIIB (fragmento Sphl/Ncol); el fragmento 3°de ambos provirus
(pUC3"HIV-arm) correspondiente a los genes tat, env y LTR3", deriva enteramente del clon
SF2. Estos pldsmidos no son infecciosos aisladamente pero originan una progenie infecciosa
si son digeridos por los enzimas de transfeccién Bgll y Ncol y se co-transfectan con su
pldsmido compiementario. Las mutaciones introducidas en el consenso NF-kB del LTR se
describen a continuacién (subrayado)

-106 =77
-CTTTAAACTTTCCGCTTTAAACTTTCCAGG
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FIGURA 8. PLASMIDOS UTILIZADOS
-640 +78
LTRWT-Luc NF-kB luciferasa
640 +78
LTRA kB-Luc WAYAYAN luciferasa
640 +7
LTRWT-Tat NF-kB Tat
-640 +7
LTRAkB-Tat ATAAN Tat
-640 +78
LTRA KB-A Tat LA };E
CMYV-Tat Promotor Citomegalovirus Tat
CMV-p50 Promotor Citomegalovirus p50
RSV-Luc Promotor RSV luciferasa
CMV-Luc Promotor Citomegalovirus luciferasa
TK-Luc Promotor minimo TK | luciferasa
ConA-Luc Promotor Conalbimina| luciferasa
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Figura 9. VECTORES PROVIRALES

HIV- pUC3'HIV-arm

3.3. Activadores utilizados.

El forbol miristato acetato (PMA, Sigma) se utiliz6 a dosis de 25 ng/ml. El mitégeno
phytohemaglutinina (PHA, Wellcome) se utiliz6 a una concentracién de 5ug/ml. El
anticuerpo anti-CD3 (T28) activa los linfocitos T a través del receptor clonotipico CD3-Ti y
se utiliza en forma de ascitis a una concentracion final de 1/1000. La IL2 recombinante

(Proleukin, Cetus) se utiliz6 a dosis de 60ng/ml.

3.4. Oligonucledtidos y sondas.

Los oligonucledtidos utilizados (Bio-Synthesis) contienen el doble consenso NF-kB

tal como se encuentra en el enhancer del VIH. Su secuencia es la siguiente:

5 3
AGCT TAC AAG GGA CTT TCC GCT GGG GAC TTT CCA GGG A
ATG TTC CCT GAA AGG CGA CCC CTG AAA GGT CCC TTCGA
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La sonda LTR utilizada en los experimentos de cuantificacién de ADN deriva de un
fragmento de 660 bp obtenido por digestién del vector LTRWT-Luc con la enzima de

restriccion Aval.

3.5. Medio de cultivo.

Los distintos tipos celulares fueron mantenidos en medio de cultivo RPMI

suplementado con glutamina, antibitico y 10% de Suero de Temnera Fetal (SVF).

METODQOS

3.6. Aislamiento de linfocitos CD4 de sangre periférica

La fraccién leucocitaria de las bolsas de sangre obtenidas de donantes sanos fue
diluida al 50% en buffer fosfato-salino (150mM CINa, pH 7.2) (PBS), depositada sobre un
gradiente de Ficoll-Hypaque (Histopaque, Sigma) y centrifugada a 800 g. durante 20
minutos a 24 grados. La fase conteniendo la fraccién de células mononucleares-linfocitos,
monocitos y células natural killer- (PBL) fue lavada cinco veces mediante resuspension en
PBS y centrifugacién a 200 g para eliminar al mdximo las plaquetas contarninantes.
Posteriormente los PBL (aproximadamente 100x106 de células por experimento) fueron
resuspendidos en PBS ¢ incubados durante una hora a 4°C en agitacién continua con
anticuerpos dirigidos frente a los epitopos CD8 y CD19 (M740 y M707, Dako), CD16
(Leu-11c, Beckton-Dickinson) y CD14 (My4, Coulter) a una concentracién de 0.5ug/100
de células. Tras realizar un lavado con PBS, las células fueron incubadas en medioc RPMI
(Ingelheim) durante una hora a 4°C en agitacién con esferas magnéticas (Dynabeads, Dynal)
conjugadas con un anticuerpo de conejo dirigido frente a inmunoglobulinas de rat6n. Las
células asf marcadas fueron sometidas a separacién en un campo magnético obteniendose

por seleccién negativa la fraccidn de linfocitos T CD4+. Se desecho la fraccién seleccionada
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positivamente. La pureza de la poblacién seleccionada negativamente se valoré por
Citometria de flujo marcando 109 de células con un anticuerpo fluoresceinado dirigido

frente al epitopo CD4 (OKT4a-FITC, Beckton-Dickinson).

En los experimentos en que se utilizaron monocitos de sangre periférica, estos
fueron aislados mediante adherencia a partir de PBL. 106 de PBL fueron resuspendidas en 1
ml de medio de cultivo y depositadas en placas de 24 pocillos (Nunc). Tras incubarse 45
minutos a 37°C en una atmésfera con 5% de CO,, se retiraron las células no adheridas y se
afiadid nuevamente medio de cultivo. Tras 45 minutos de incubacién en las mismas
condiciones se retiraron las células no adherentes obteniendose asf una poblacidn

homogénea de monocitos.

3.7. Ensayos de transfeccion.

Los linfocitos CD4 fueron resuspendidos en medio RPMI suplementade con 10% de
SVF y transfectados mediante choque eléctrico utilizando un electroporador Celljet
(Eurogenetech). Las condiciones de electroporacion para las células J-Jhan fueron: 260 V,
1500 uF y resistencia mdxima. Para los linfocitos CD4 en reposo las condiciones fueron:
320V, 1500 WF y resistencia mdxima. Tras la transfeccion las células fueron resuspendidas
en medio de cultivo, estimuladas o no con los distintos activadores, y recuperadas 24 horas
después de la transfeccién, lavadas en PBS y resuspendidas en tampén de lisis (Tris Fosfato
25mM pH 7.8, CI12Mg 8 mM, DTT ImM, Trit6n 100-X 1%, Alblimina bovina (BSA) 1%,
glicerol 15%). La actividad luciferasa se midio cuantificando la emisién luminica en un
luminémetro (Lumat LB501, Berthold). Para esto se afiadio al lisado celular resuspendido
en 100 pl de tampén de lisis, 100 pl de una solucién de ATP 5mM (Pharmacia) y luciferina
2mM (Promega) en tampén de lisis. La emisién luminica se cuantificé durante los cinco
segundos siguientes al comienzo de la reaccién enzimdtica. Los datos se expresan en

Unidades relativas de luciferasa (RLU), y el cdlculo se realizé mediante la férmula:



Lo L P

RLU< emis ]
106 células.

3.8. Ensayos de unién DNA-proteina.

a. Marcaje de las sondas.

Las dos hebras complementarias (500ng) fueron resuspendidas en solucién STE

(CINa 0.1M, Tris pH8 10mM, EDTA 1mM) e hibridadas mediante la exposicién sucesiva a
88°C durante 2 minutos, 65°C durante 10 minutos y 5 minutos a temperatura ambiente
(TA). El marcaje se realizé mediante 1a reaccién de la polimerasa de Klenow. La reaccién se
realizé en un volumen final de 10 pl y en la misma se utilizaron 100 ng de la sonda
hibridada, 10pCi de o-dCTP P32 (Amersham) con una actividad de 3000 Ci/mmol, 1l de
enzima (Boehringer), dATP, dGTP y dTTP a una concentracién de 2mM y 1ul de tampén
de reaccién (Ci,Mg 5mM, Tris-CIH 10mM, CINa 100mM y 2ME 1mM). La reacci6n se
realizé durante 30 minutos a TA y al final de la misma se cebd afiadiendo a la reaccitén
dCTP frio a una concentracién de 20mM durante 5 minutos. La sonda marcada fue
purificada mediante paso por columna de Sephadex G-10 (Clontech). La actividad

especifica de marcaje se calculd en un contador beta (LKB).

b. Breparacidn de los extrgctos nucleares.

Las células (10-20x 109 por punto) fueron lavadas en PBS y resuspendidas en 1ml de
tamp6n A (Tabla 9) durante 5 minutos a 4°C. Posteriormente fueron centrifugadas a 6500
rpm, 4°C durante 5 minutos y lavadas en tamp6n B. Tras una nueva centrifugacién (6500
rpm, 4°C, 5 minutos) el boton celular fue resuspendido en tampén C. La elucién de las
proteinas se realiz6 mediante agitacién suave a 4°C durante 30 minutos. El sobrenadante se
recuper$ tras centrifugacién a 6500 pm, 4°C, 15 minutos, y la cantidad de proteina se

estimé mediante la reaccién de Bradford (Bio-Rad).
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TABLA 9. Composicion de los tampones de extraccion de proteinas nucleares.

Reactivos j Tampon A Tampoén B Tampén C

Hepes pH 8 10mM 10mM 10mM

NaCl 50mM 50mM 350mM

Sucrosa 0.5M (

EDTA 1mM ImM 1mM

Spermidina 0.5mM 0.5mM 0.5mM

Spermina 0.15mM 0.15mM 0.15mM

Tritén X-100 0.2%

Glycerol | 25% 25%

PMSF ImM ImM ImM |
Leupeptina 0.5ug/mi 0.5ug/mi 0.5ug/ml

Pepstatina 0.5ug/mi 0.5ug/ml 0.5ug/ml
Aprotinina 0.2U/ml 0.2U/ml 0.2U/ml
B-mercaptoetanol | 7TmM ImM | 7mM N

La reaccidn se realizé en un volumen final de 20 pil. Para cada ensayo se utilizaron
3ug de proteina nuclear, 4ug de poly dI-dC (Pharmacia) como inhibidor inespecifico, 3pg
de Albimina Bovina (BSA, Boehringer), y 4ul de tampdn 5x (Hepes 37.5mM pHS, CINa
175mM, C;Mg SmM., EDTA 0.25mM, DTT 2.5mM vy glicerol 37.5%). Tras una
incubacién de 15 minutos a TA se anadieron 50.000 cpm de sonda marcada. Los complejos
se analizaron mediante migracidn en gel de poliacrilamida al 5% en 0.5X TBE (Tris 25mM,
dcido bdrico 25mM, EDTA 0.5mM). Tras una electroforesis de dos horas a 150V, el gel fue

secado al vacfo a 80°C y autoradiografiado.
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d. Especificidad de la regccidn.

La especificidad de la reaccién se valoré mediante competicién con oligonucleétido
no marcado, anticuerpos especificos frente a la subunidad p50 de NF-kB o IkBa (MAD3).
Los anticuerpos frente a la p50 (Cedidos por el Dr.R.T.Hay, Department of Mycrobiology,
University of St.Andrews, UK) se obtuvieron por inmunizacién de conejos con la proteina
recombinante. La protefna MAD3 (IkBat) se expresé a partir del vector pGEX en forma de
una protefna de fusién glutation-S transferasa y fue purificada por cromatografia de
afinidad. En los ensayos de competicién se utilizaron oligonucleétidos no marcados en un
exceso de concentracién respecto de la cantidad de sonda utilizada de 40 veces, 1ul de
anticuerpo anti p50 o 20 ng de lkBa. El extracto nuclear fue preincubado con los
competidores 10 minutos a temperatura ambiente antes de realizar la reacci6n de unién

ADN-proteina.

3.9. Andlisis cuantitativo del ADN de bajo peso molecular.

El ADN de bajo peso molecular en el compartimento nuclear fue purificado por
acuerdo al método de Hirt (1967). Este protocolo que fue concebido originalmente para
extraer el ADN viral de células infectadas puede ser utilizado para extraer el ADN
plasmidico (Bachelerie et al., 1991). Las células transfectadas (CD4 o J-Fhan) se lavaron
dos veces en PBS vy los nucleos celulares fueron aislados mediante extraccién en Tampén A
tal como se describe en el punto 3.8.b. Los nicleos fueron resuspendidos en una solucién de
lisis (Tris 0.1M, EDTA 0.01 M., SDS 0.5%) y la precipitacién diferencial del ADN de bajo
peso molecular se realiz6 mediante la adicién de CINa 4M, incubandose a 4°C durante 18
horas. La solucién se centrifugé a 12.000 rpm, 4°C, 30 minutos. Se recuperé el
sobrenadante al que se afiadié proteinasa K (200ug/ml) incubandose durante 12 horas a
37°C. Posteriormente se realiz6 una extraccion en fenol-cloroformo y una doble
precipitacién en etanol absoluto en presencia de Acetato de Sodio a una concentraci6n final

de 0.3M. Tras centrifugar a 12.000 rpm, 4°C, 30 minutos, el precipitado fue resuspendido
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en TE (Tris CIH 10mM, EDTA 1mM). Diluciones seriadas del ADN plasmidico se
transfirieron a una membrana de nylon (Bio-Rad) utilizando un aparato de Slot-Blot. La
membrana fue hibridada con un fragmento de restriccién Ava I de 660 pb obtenido a partir
del pldsmido LTRWT-Luc. Esta sonda fue marcada con o-dCTP P32 utilizando la
polimerasa de Klenow. Tras hibridacién la membrana fue lavada sucesivamente en 2X
SSC/SDS 0.1% a TA dos veces 15 minutos, 1X SSC/SDS 0.1% a 65°C, 15 minutos y 0.1X
SSC/SDS 0.1% a 65°C, 15 minutos, secada y revelada mediante autoradiografia. EI ADN
correspondiente a un nimero similar de células no transfectadas se utilizé como control

negativo.

3.10. Sistemas de infeccion con provirus.

Los pldsmidos conteniendo las secuencias complementarias de los provirus HIV
completos y mutados en las secuencias kB fueron digeridos con los enzimas de restriccién
Bgll/Ncol y cotransfectados en las células J-Jhan. El sobrenadante de cultivo de las células
infectadas fue clarificado mediante centrifugacién (800g, 10 minutos). Posteriormente se
realizé una ultracentrifugacién de dichos sobrenadantes (400.000 g, 10 minutos) utilizando
una ultracentrifuga de mesa Beckman TL100 con el fin de precipitar las particulas virales.
Los virus asi precipitados fueron titulados cuantificando la proteina p24 asociada a
particulas virales utilizando un test de ELISA (Coulter).

Linfocitos CD4 no activados obtenidos por seleccion negativa fueron incubados con
los distintos provirus durante 18 horas. Una dosis infecciosa de 150 pg de p24/109 de
células fue utilizada. Tras la adsorcién viral, las células fueron lavadas dos veces en 50 ml
de PBS y cocultivadas en placas de 24 pocillos (Nunc) con macréfagos autélogos
previamente aislados por adherencia. Las células fueron estimuladas con PHA (Wellcome) a
Spug/ml o anticuerpos anti-CD3 a una concentracién de 1:1000 de ascitis. El cultivo se
realizé en 2 ml de medio RPMI por pocillo, suplementado con 20% de SVF y 60ng/mi de

Interleukina 2 recombinante (Proleukin, Cetus). El medio se renovd en un 50% dos veces
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por semana y semanalmente se afiadieron blastos estimulados con PHA para cebar el

cultivo. Este s¢ prolongo durante cuatro semanas.

3.11. Deteccién del ADN proviral y de transcritos de ARNm en las células infectadas.

a. ADN-PCR.

Las células fueron lavadas dos veces en PBS. 5x10% linfocitos CD4 fueron
incubados en tamp6n de lisis (Tris-CIH 50mM pH 8, CIK 50mM, Cl,Mg 2.5mM, Tween
20, 0.45%, NP40 0.45% vy proteinasa K 60 pg/ml) a 56°C durante una hora e inactivados
posteriormente a 95°C 10 minutos (Higuchi, 1989). Todas las muestras fueron previamente
analizadas con un par de primers (PCO4/GH20) que amplifica una regi6n del gen de la B-
globina (Bauer y cols.,1991). Este procedimiento permite evaluar la integridad del DNA, la
presencia de inhibidores de la Taq polimerasa y la eficiencia de la reaccién. Para Ia
deteccién del genoma proviral del VIH se amplificd una regién del gen gag utilizando los
cebadores SK38/SK39 (Cetus). La reaccién de amplificacién fue realizada en un volumen
final de 25 pl de tampén de reaccién (Tris-CtH 10mM pH 8.3, CIK 50mM, Cl,Mg 1.5mM,
gelatina 0.01%, dNTPs 0.2mM y 0.5u1 de cada uno de los cebadores) (Ou, y cols., 1991).
1x105 células fueron amplificadas en cada reaccién. Una vez que la reaccién alcanzé los
82°C se afiadieron 0.625 U de Taq polimerasa (Promega). Las muestras fueron
desnaturalizadas a 94°C durante un minuto y se realizaron 35 ciclos de amplificacién de la
siguiente manera: desnaturalizacién, 15 segundos a 95°C, "annealing” y extensién durante
un minuto a 60°C. Después del ciclo 35, el tiempo de extensién fue aumentado a 10
minutos. Todos los procedimientos de preparacién de las muestras y amplificacion
incluyeron las medidas convencionales recomendadas para evitar una contaminacion entre
las muestras o la contaminacién de las muestras y reactivos con productos amplificados por
PCR o controles positivos (Kwok y Higuchi., 1989). Un nimero similar de células 8E5
fueron utilizadas como control positivo. Como control negativo se utilizé el mismo nimero

de linfocitos no infectados.
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b. ARN-PCR

Para la deteccién del ARN del VIH, las células fueron lavadas dos veces en PBS,
separadas en alicuotas de 109 células y almacenadas a -70°C hasta su utilizacién. La misma
cantidad de c€lulas 8ES fue utilizada como control positivo. El ARN fue extraldo utilizando
el método del RNAzol (Chomczynsky and Sacchi., 1987). Tras tratamiento con un exceso
de DNAsa libre de RNAsa (Boehringer), cada muestra fue dividida en dos alicuotas. Sobre
una alicuota se realizé transcripcién inversa utilizando 7.5 U de transcriptasa inversa del
virus de la mieloblastosis aviar (Promega) y amplificacion con los primers SK38/SK39
segin se ha descrito previamente. La transcripcién inversa (42°C durante 10 minutos) y la
amplificacion (35 ciclos) fueron realizadas en el mismo paso. La segunda alicuota fue
amplificada  sin realizar transcripcién inversa y fue utilizada como control del
procedimiento. Un nimero similar de c€lulas 8ES fueron utilizadas como control positivo.

Como control negativo se utilizé el mismo niimero de linfocitos no infectados.

Para la deteccidn de los productos de PCR, tras la amplificacién, 10ul de la reaccién
fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa al 2% vy visualizados por
transiluminacién ultravioleta. EI ADN fue transferido a una membrana de nylon (Zeta
Probe, Bio-Rad) mediante transferencia alcalina (Reed y cols., 1985) e hibridada con 10 de
cpm de la sonda SK19 marcada con P32, que codifica por un sitio interno del producto de
amplificacién del gen gag (Kellogg y Kwok., 1990). La hibridacién se realizé durante 12
horas a 55°C en tamp6n de hibridacién (5xSSPE, 1x Denhardt’s, 1% SDS y 10% sulfato de
dextrano). Las membranas fueron lavadas tres veces en 2X SSPE/0.1% SDS a 55°C y

autoradiografiadas.
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4.1, Los linfocitos T CD4 en estado de reposo presentan un entorno celular poco

permisivo para la actividad transcripcional del VIH.

Por medio de ensayos de transfeccién transitoria hemos comparado la actividad
transcripcional del LTR del VIH en linfocitos CD4 aislados de sangre periférica y en una
linea linfoblastoide - J-Jhan- derivada de la linea tumoral Jurkatt.

Para esto hemos transfectado vectores conteniendo las secuencias reguladoras U3+R
del LTR del VIH y el gen de la luciferasa como marcador. Mediante este tipo de
construcciones, la transcripcién del gen de Ia luciferasa - una proteina no expresada en
células de mamiferos- se encuentra bajo el control del LTR del VIH, y la medida de su

actividad enzimdtica refleja la actividad trancripcional del LTR.

En los linfocitos CD4 en reposo obtenidos de sangre periférica, la actividad
trancripcional espontdnea del vector LTRWT-Luc fue extremadamente baja, situandose en
niveles muy préximos al umbral de deteccién de la actividad luciferasa por luminometria
(Figura 10). El nivel de expresién del LTR del VIH en linfocitos CD4 oscil6 entre 0 y 71

unidades refativas de luciferasa (RLU) por millén de células.

Por el contrario, en la linea celular J-Jhan, el nivel basal de actividad transcripcional
del LTR medido por la actividad luciferasa fue extraordinariamente elevado, del orden de
50 a 1.000 veces superior a los niveles encontrados en los linfocitos CD4 en reposo. Como
se demuestra en el experimento representativo de la figura 10, esta intensa actividad
transcripcional fue independiente de Ia accién del enhancer NF-kB ya que un vector
deletado en las secuencias consenso NF-kB en el LTR mostré niveles de transactivacién
similares a los del vector salvaje. La intensa actividad transcripcional observada en la linea
J-Jhan es por lo tanto debido a factores enchancer-promotor distintos de NF-kB y que
interaccionan con otras secuencias reguladoras del LTR o con el complejo transcripcional

primario.
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En resumen, estos datos muestran una importante diferencia cuantitativa en la
actividad basal del LTR del VIH en linfocitos normales y en células tumorales. Asf mientras
en linfocitos CD4 la actividad transcripcional basal del LTR es muy reducida y cercana al
limite de sensibilidad de la técnica, en la linea linfoblastoide T estudiada existe una intensa

actividad transcripcional basal del LTR independiente de las secuencias reguladoras NF-kB.

RLU/106 cels

i LTRWT-Luc
RS LTRAxB-Luc

10000 T

1000+

— PMA - PMA —— PMA —_— PMA
LINFOCITOS T CD4 J-JHAN

FIGURA 10. Comparacidn de la expresién basal e inducida del LTR del VIH en linfocitos CD4
normales y en la lfnea tyumoral J-Jhan.

Un total de 2x107 linfocitos CD4 aislados de sangre periférica o células J-Jhan fueron transfectados
por electroporacion con lug/106 de células del plismido indicado. Tras la transfeccién las células fueron
mantenidas sin activacién o fueron estimuladas con 25 ng/ml de PMA. Veinticuatro horas después de la
transfeccién se realizé el contaje del nimero de células viables y se midi6 la actividad Iuciferasa por
luminometria. Los resnltados se expresan en "Unidades relativas de Luciferasa” (RLU) por millén de
células. El ndmero situade sobre las barras indica el nivel de amplificacién de la actividad luciferasa
respecto de la actividad del plismido LTRWT-Luc wansfectado en el mismo tipo celular. Plismido
LTRWT-Luc; & Plismido LTRAkB-Luc. Se muestra uno de diez experimentos representativos.
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4.2. Diferentes promotores se expresan a bajo nivel en los linfocitos CD4.

Con el fin de estudiar si la débil expresién del LTRWT-Luc en linfocitos CD4 es un
caso particular realizamos analizamos la expresién de vectores con diferentes secuencias

enhancer-promotor en linfocitos CD4 mediante experimentos de transfeccién transitoria.

Como se muestra en la figura 11 la expresién de la mayorfa de los pldsmidos en los
que la luciferasa se encuentra bajo el control de promotores débiles, no fue detectable en

linfocitos CD4.

Unicamente el vector CMV-Luc alcanzé niveles de luminiscencia elevados sobre el
umbral de deteccidn de la técnica. En cualquier caso, los niveles de expresi6n fueron muy

inferiares a los encontrados en la linea linfoblastoide J-Jhan.

Estos resultados muestran que el LTR del VIH no es un caso particular de baja
expresién en linfocitos CD4. Es el propio entorno celular de los linfocitos CD4 el que no
permite la expresion intensa de estos vectores, probablemente debido a la baja expresion y
actividad de la maquinaria transcripcional y a la ausencia de una mayoria de factores de

transcripcién en las células no activadas.

Asfmismo estos datos ilustran la dificultad en obtener buenos niveles de protefnas en
linfocitos CD4 a partir de vectores de expresién plasmidicos en los que se han clonado
diversos cDNAs. Dado que el mayor nivel de expresién se obtuvo utilizando el promotor de
Citomegalovirus (plésmido CMV-Luc) se eligié este promotor para expresar distintas

proteinas en los linfocitos CD4.
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FIGURA 11. Comparacicn de la expresién basal de diferentes pldsmidos en linfocitos CD4 normales y
en la linea tumoral J-Jhan utilizando como marcador la luciferasa.

Un total de 2x107 linfocitos CD4 aislados de sangre periférica o células J-Jhan fueron transfectados
por electroporacién con lug/106 de células del plismido indicado. Veinticuatro horas después de la
transfeccion se realizé el contaje del nimero de células viables y se midi6 la actividad luciferasa por
leuminometria. Los resultados se expresan en "Unidades relativas de Luciferasa” (RLU) por millén de
células. El miimero situado sobre las barras indica el nivel absoluto de unidades luciferasa. L2 Linfocitos
cp4; N J.han.

4.3. La baja expresion del LTR del VIH en linfocitos CD4 no es debido a una

baja eficiencia en la transfeccién de dichas células.

Las diferencias observadas entre linfocitos CD4 y la linea J-Jhan podria ser debidas a
motivos puramente técnicos debido a la diferente transfectabilidad de ambos tipos celulares.
En efecto, cada célula tiene una mayor o menor resistencia a la transfeccién que en
ocasiones depende del método empleado y en otras es debido a caracteristicas propias de la
célula. Por eso cuando se comparan resultados de actividad transcripcional entre dos tipos
celulares es imprescindible verificar que la transfeccion es igualmente eficaz en las células

comparadas. Habitualmente esta comparacidn se realiza "normalizando” la transfeccidn
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mediante la utilizacion de un pldsmido que presenta un actividad transcripcional similar en

los tipos celulares estudiados.

Sin embargo, en el caso de los linfocitos CD4, esta estrategia no es vilida al existir en
estas células una baja expresién de los diferentes promotores estudiados, por lo que ninguno
es susceptible de ser utilizado para normalizar las transfecciones (Figura 11). Por este
motivo es necesario cuantificar directamente los niveles de pldsmido introducidos en dichas

células y compararlos con los obtenidos mediante la transfeccion de la linea celular J-Jhan.

Dado que el ADN plasmidico puede ser incorporado pasivamente en la membrana
celular, 1a cuantificacién del ADN transfectado fue realizado en el compartimento auclear
de la célula. De esta manera evitamos un posible sesgo en nuestros resultados y ademas
determinamos de forma precisa la cantidad de pldsmido presente en el nucleo, que es el

compartimento celular en el que se realiza la transcripeidn génica.

Como se muestra en la figura 12 la cantidad de ADN plasmidico introducido en
ambos tipos celulares fue similar por lo que las diferencias de actividad luciferasa obtenidas
no pueden ser achacadas a un defecto técnico en la transfeccién. En el experimento
mostrado en la figura 12 la actividad luciferasa obtenida en 106 de linfocitos CD4 no fue
detectable, mientras que en la linea J-Jhan, niveles similares de plasmido a los existentes en

los linfocitos CD4 originaron una intensa actividad luciferasa (1200 RLU/106 de células).

En conclusién, el bajo nivel de expresién del LTR observado en linfocitos CD4 no es
debido a una transfeccién ineficaz de dichas células sino a la escasa actividad transcripcional
existente en este tipo celular. Asimismo, el alto nivel de actividad luciferasa obtenido en la
linea linfoblastoide J-Jhan no es debido a una mejor transfectabilidad de la misma sino a la
clevada actividad transcripcional basalmente existente en estas células y que permite la

expresién de los pldsmidos introducidos en las mismas.
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FIGURA 12. Cuantificacion del ADN transfectado en linfocitos CD4 en reposo y en células J-Jhan,
Linfocitos CD4 o células J-Jhan fueron transfectados con lug/lO6 células del plismido LTRWT-Luc o
fueron dejadas sin transfectar. El ADN plasmidico fue purificado por extraccidn diferencial del ADN de
bajo peso molecular en gradiente de Hirt. Diluciones seriadas de! 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 sonda LTR del VIH marcada con a-P32dCTP. La autoradiografia mostrada se obtuvo
tras seis horas de exposicién. Los niimeros en la parte superior de la figura indican el nimerc de células a
las cuales correspende 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 dependiente del LTR del VIH es comparable en

linfocitos CD4 normales y en células transformadas,

La respuesta del L'TR del VIH a la activacion celular fue estudiada en células
linfoblastoides T y células nommales. Como se muestra en la figura 10 en ambos tipos
celulares el tratamiento con PMA indujo una clara transactivacién del LTR viral. Esta
induccién fue debida a la transactivacién del “enhancer” NF-kB del VIH. En los dos tipos
celulares, la deleccién de las secuencias consenso para NF-kB (Vector LTRAkB-Luc)
aboli6 la capacidad del LTR para responder con un aumento de la transcripcién a la
activacién por PMA. Es importante destacar que la deleccion del enhancer NF-kB no se
tradujo en una alteracion sustancial de la actividad basal del LTR en ninguno de los tipos

celulares estudiados.
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4.5, Estudio del sinergismo entre la activacion celular y la expresion de 1a proteina Tat
en la activacion del LTR del VIH en linfocitos CD4 normales y la linea

linfoblastoide J-Jhan.

Con el fin de estudiar la colaboracion entre la induccién de factores NF-kB en ¢l curso
de la activacién celular y la expresi6n de la protefna transactivadora Tat del VIH en ambos
sistemas celulares, realizamos experimentos de transfeccién transitoria utilzando un vector
que coloca la expresidn de la proteina Tat bajo el control del promotor del Citomegalovirus
humano (CMYV). Este vector fue utilizado al ser el promotor del CMYV el que se expresa con
mayor intensidad en linfocitos T en reposo (Figura 11). Mediante su utilizacin se persigue

por tanto obtener una expresién suficiente de la proteina Tat en este tipo celular.

Como se muestra en la figura 13 la expresién de la proteina Tat indujo en ambos tipos
celulares una transactivacién del LTR del VIH de intensidad similar. La activacién celular
mediante PMA ocasiond asimismo una transactivacién del LTR del VIH. Cuando ambos
estimulos actuaron conjuntamente se observé un claro efecto sinérgico en la transactivacién
del LTR del VIH. Aunque los valores absolutos obtenidos fueron muy diferentes dado el
alto nivel de expresién del LTR en la linea linfoblastoide J-Jhan, los valores relativos
obtenidos en la induccién del LTR del VIH fueron del mismo orden cuando se calcularon
los niveles de amplificacion de los diferentes estimulos respecto del nivel de expresién basal

del LTR en cada tipo celular (Figura 13).
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FIGURA 13. Transactivacion del L.TR del VIH en linfocitos CD4d y en Ia Itnea linfoblastoide J-Jhan
mediante activacion celular y expresidn de la protelna Tat. Un tota] de 107 linfocitos CD4 aislados de
sangre periférica o células J-Jhan fueron transfectadas on 11g/109 de células 0 LTRWT-Luc de forma
aislada o cotransfectadas con ei 0.5ng/ 106 de células del plismido CMV-Tat. Despues de la transfeccién las
células fueron mantenidas sin activar en medio de cultivo o fueron activadas con 25ng/mi de PMA.
Veinticuatro horas después de la transfeccion se cuantificé el niimero de células viables y se midié la
actividad luciferasa por luminometria. Los resultados se expresan en "Unidades Relativas de Luciferasa” por
millon de céiulas. El nimero situado sobre las barras indica el nivel de amplificacién de la actividad
luciferasa respecto de la actividad del plismido LTRWT-Luc transfectado en el mismo tipo celular,
Linfocitos CD4. & Células J-Than. Se muestra uno de siete experimentos representativos.

4.6. Papel de las secuencias consenso NF-kB en la transactivacion inducida por Tat

sobre el LTR del VIH en linfocitos CD4 normales y en la linea linfoblastoide J-Jhan.

La participacion de las secuencias enhancer NF-kB del VIH-LTR en la transactivacién
mediada por Tat fueron analizadas en linfocitos CD4 normales y en la linea linfoblastoide J-
Jhan. Ambos tipos celulares fueron cotransfectados con un vector LTRWT-Luc o
LTRAkKB-Luc y un vector de expresion de la proteina Tat situado bajo el control del

promotor de citomegalovirus (CMV-Tat).
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FIGURA 14. Papel de las secuencias consenso NF-kB en la transactivacion inducida por Tat sobre el
LTR del VIH en linfocitos CD4 normales y en la lnea linfoblastoide J-Jhan, Un total de 107 linfocitos
CDA4 aislados de sangre periférica o células J-JThan fueron transfectadas con los plismidos LTRWT-Luc o
LTRAKB-Lugc (1pg/! 00 de células) de forma aislada o cotransfectadas con el plasmido CMV-Tat (0.5ug/ 106
de células). Tras la transfeccion las células fueron mantenidas sin activar en medio de cultivo o fueron
activadas con 25ng/ml de PMA. Veinticuatro horas después de la transfeccién se cuantificé el niimero de
células viables y se midié la actividad luciferasa por luminometria. Los resultados se expresan en "Unidades
Relativas de Luciferasa” por millén de células, El ndmero situado sobre las barras indica ¢l nivel de
amplificacién de la actividad luciferasa respecto de la actividad del plismido LTRWT-Luc transfectado en
el mismo tipo celular. O LTRWT-Luc LTRAkB-Luc. Se muestra uno de siete experimentos
representativos.
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Como se ha descrito en la figura 13, en ambos tipos celulares la expresién de Tat
conlleva un aumento en la transactivacién de un LTR en el que el consenso NF-kB se
encuentra conservado, existiendo un efecto sinérgico entre Ia expresién de Tat y la

activacion celular.

En la linea linfoblastoide J-Jhan, la deleccién de las secuencias NF-kB en el LTR no
modificé la transactivacién mediada por Tat ni alteré significativamente el sinergismo entre

la expresién de Tat y la activacién celular,

Por el contrario, en linfocitos CD4 normales la deleccién del consenso NF-kB en el
LTR origina una abolicién completa del efecto transactivador de Tat como se muestra por
la falta de actividad luciferasa encontrada en dicho tipo celular cuando el vector LTRAkB-

Luc es cotransfectado con CMV-Tat.

Estos datos muestran una diferencia cualitativa en el funcionamiento del LTR entre
linfocitos normales CD4 y una linea linfoblastoide T. El mecanismo de accién de la protefna
Tat es independiente del consenso NF-kB en la linea J-Jhan, y sin embargo la presencia de
dicho consenso es esencial en los linfocitos CD4 en reposo para obtener un efecto

transactivador de Tat.

4.7. En linfocitos CD4 el LTR puede ser inducido por vias alternativas a NF-kB.

En la figura 14 se observa que en condiciones en que el LTR es transactivado
simultineamente mediante la expresién de la proteina Tat bajo el control del promotor del
CMYV y la activacién mediada por PMA, existe una actividad luciferasa débil pero detectable
a partir del vector LTRAkB-Luc. Esto indica que en determinadas condiciones de activacion

celular y en presencia del transactivador viral Tat, los linfocitos CD4 podrian experimentar
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una activacién del LTR independiente del enhancer al igual que ocurre en la linea

linfoblastoide J-Jhan.

Es importante sefialar que este efecto es siempre considerablemente menor que
cuando se utiliza un vector LTR que conserva las secuencias kB y que existen diferencias
muy importantes entre los niveles de activacién del vector LTRAkB-Luc en linfocitos CD4

y la linea J-Jhan.

4.8. Papel de las secuencias consenso NF-kB en la produccién de la proteina Tat
por el LTR del VIH en linfocitos CD4 normales y en la linea linfoblastoide
J-Jhan.

En las condiciones de infeccién por el VIH, la producién de las proteinas virales es
dependiente de la regulacién de la wanscripcién del genoma viral. Entre las proteinas
reguladoras que amplifican enormemente la transcripcion del genoma viral se encuentra la
protefna Tat. Sin embargo, la produccién de esta proteina depende del propio LTR del VIH

y de la regulacidn de la actividad del mismo.

Con el fin de estudiar el papel de las secuencias reguladoras NF-kB en la producci6n
del transactivador viral Tat, hemos analizado la transactivacion del LTR del VIH por la
proteina Tat cuando la expresién de ésta se encuentra bajo el control del propio LTR viral.
Para estudiar el papel de NF-kB en este proceso hemos analizado la transactivacién

mediada por Tat cuando Ia secuencia consenso NF-kB se encuentra deletada en el LTR.

Como se muestra en la figura 15, cuando la produccion de Tat es regulada por el
propio LTR y no por el promotor del CMV, no se detecta en linfocitos CD4 una
transactivacién del LTR, probablemente debido a la falta de produccién de Tat debido al

bajo nivel transcripcional del LTR en este tipo celular.



Por el contrario, en la linea J-Jhan existe una transactivacién del LTR cuando un
vector LTR-Tat es transfectado en este tipo celular independientemente de la presencia o

deleccion del consenso NF-kB en el vector de expresion LTR-Tat.

Estos datos apuntan a que la baja actividad transcripcional del LTR en los linfocitos
CD4 conlleva una ausencia en la produccion de la protefna Tat y una situacién de silencio
global del sistema. Sin embargo, en J-Jhan, al encontrarse la transcripcién "abierta” debido a
la intensa actividad basal del LTR existe una producci6n espontinea de la proteina Tat que

origina una intensa transactivacién del LTRWT-Luc cotransfectado en este tipo celular.

La activacién mediante PMA origina en linfocitos CD4 una intensa transactivacién del
LTR cotransfectado con un vector de expresion LTRWT-Tat. Esta transactivacién es muy
superior a la detectada cuando el LTRWT-Luc es transfectado aisladamente y activado con
PMA. Esto sugiere que la activacién por PMA actiia sobre los dos vectores - el LTRWT-
Luc y el LTRWT-Tat- ariginando en un primer momento la produccidn de la proteina Tat y
posteriormente un efecto sinérgico de esta protefna con la célula activada de forma similar

al observado en la figura 15.

Este efecto es abolido completamente cuando se utiliza un vector de expresién de Tat
deletado en las secuencias kB en el LTR. En estas circunstancias, al ser la transactivacién
del LTR dependiente del enhancer NF-kB, no se produciria la producién de Tat y el tnico

efecto observado es el que origina la activacién mediante PMA sobre el LTRWT-Luc.

Sin embargo, la deleccién del consenso NF-kB no afecta Ia produccién de la proteina
Tat por ¢l LTR en la linea linfoblastoide J-Jhan, por lo que el efecto de transactivacién se
observa independientemente de la presencia del consenso NF-kB en el vector de expresion

LTR-Tat.
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FIGURA 15. Papel de las secuencias consenso NF-kB en la produccidn de la protefna Tat por el LTR
del VIH en linfocitos CD4 normales y en la linea linfoblastoide J-Jhan, Un total de 107 tinfocitos CD4
aislados de sangre periférica o células J-Than fueron cotransfectadas con el plasmido LTRWT-Luc (1pg/ 106
de células) y distintos vectores de expresion de Tat (0.5ug/1 06 de células).La produccién de Tat se
encuentra bajo el control de un LTR completo (LTRWT-Tat) o deletado de las secuencias consenso NF-kB
{LTRAKB-Tat), Un pldsmido conteniendo una versidn truncada de Tat bajo el control del LTR fue utilizado
como control. Tras la transfeccion las células fueron mantenidas sin activar en medio de cultivo o fueron
activadas con 25ng/ml de PMA. Veinticuatro horas después de la transfeccidn se cuantificé el niimero de
c€lulas viables y se midi6 Ia actividad luciferasa por luminometria. Los resultados se expresan en "Unidades
Relativas de Luciferasa” por millén de células. El nidmero situado sobre las barras indica el nivel de
amplificacién de la actividad luciferasa respecto de la actividad del plismido LTRWT-Luc transfectado en
el mismo tipo celular. Se muestra uno de cinco experimentos representativos.



En resumen estos datos muestran que la produccién de la protefna Tat a partir del
LTR en los linfocitos CD4 es estrechamente dependiente de la activacién celular mientras
que en la linea linfoblastoide J-Jhan, la produccién de Tat es independiente del consenso

NF-kB enel LTR.

4.9. Andlisis de las proteinas de la familia rel/NF-kB existentes en el niicleo de

linfocitos CD4 en fase de reposo y tras activacion,

Extractos nucleares de linfocitos CD4 fueron analizados mediante ensayo de retardo
en gel utilizando un oligonucle6tido marcado conteniendo el doble motivo NF-kB existente
en el LTR del VIH. En los linfocitos CD4 en reposo se detect6 una protefna(s) capaces de
unirse al consenso NF-kB. Estos complejos estdn compuestos de homodimeros de p50
segin se demuestra en la figura 16, ya que anticuerpos dirigidos frente a la pS0 de NF-XB
inhibieron la unién al ADN de dichos complejos. Asimismo la incubacién con IkBa - una
molécula capaz de unirse a los complejos heterédimericos p50/p65 pero no a los
homodimeros p50- no modificé la capacidad de unidn al enhancer del VIH. Estos datos
demuestran que en el nicleo de los linfocitos CD4 en reposo existen homodimeros p50
capaces de realizar unién al ADN sin que sea detectable la presencia de heterodimeros
p50/p635.

La activacién con PMA produce la induccién de complejos con un patrén de
migracién mds lento y cuya uni6n al ADN se ve inhibida por anticuerpos frente a la p50 y
por Ia protefna IkBa. Estos datos demuestran que dichos complejos se encuentran formados

por heterodimeros p50/p65.

El andlisis mediante western blot de las proteinas presentes en linfocitos CD4
confirmé la presencia de grandes cantidades de p50, pero no de p65 en las células en
reposo. Tras la induccién con PMA, la p65 es claramente detectable en el nicleo de los

linfocitos activados junto con una superinduccidn de la proteina p50.
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Figura 16
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Figura 16 . Andlisis de los factores de transcripcién nuclear existentes en el niicleo de los linfocitos CD4
en reposo y tras induccion con PMA. a. Ensayo de retardo en gel. Tres microgramos de proteinas
nucleares obtenidas de linfocitos CD4 en reposo o activados 18h con PMA fueron incubados con un
oligonucledtido conteniendo los dos consensos NF-kB de! LTR del VIH marcado con a-P32.4CTP. La
especificidad de la unién ADN-proteina fue valorada mediante competicién con un exceso 40 molar de
cligonucledtido no marcado. Los extractos nucleares fueron preincubados con un antisuero dirigido frente a
la subunidad p50 de NF-kB y con lkBa para caracterizar las proleinas que componen los complejos
detectados. b. Western blot. Diez microgramos de proteina nuclear son sometidos a electroforesis en gel,
transferido a una membrana e hibridado e hibridada con anticuerpos dirigidos frente a la p50 y la p65. La
interaccién antigeno-anticuerpo fue revelada mediante la utilizacién de un kit de deteccion de
quimioiuminiscencia {(Amersham).
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4.10. La sobre expresion de la proteina p50 induce una colaboracién con Tat en la

transactivacion del LTR del VIH.

Dado que en linfocitos CD4 en reposo celular existe una presencia constitutiva de la
subunidad p50 de NF-kB en el niicleo y que la presencia del consenso kB en el LTR
conlleva un aumento en la expresidn basal de Tat cuando esta proteina es expresada a partir
de un vector CMV-Tat (Fig.4), es posible que la protefna p50 cumpla un papel cooperador
con Tat. En este supuesto, aunque la presencia de pS0 nuclear no se traduce en nuestro
sistema experimental en ninguna transcripcion detectable, la ocupacién del sitio kB en el
LTR permitirfa una cooperacién con otros factores entre los cuales se encontraria la
proteina Tat del VIH. Esto explicaria las diferencias de expresion basal encontradas cuando
un vector CMV-Tat es cotransfectado con un LTRWT-Luc o un LTRAkKB-Luc. Para
apoyar esta hipétesis cotransfectamos un vector de expresién de p50 junto a un vector de

expresion de Tat con el fin de analizar el sinergismo Tat-p50.

En la figura 17 se muestra que aunque la transfeccién de un vector de expresién de
p50 no permiti6 inducir el LTR sobre sus niveles basales, la coexpresién de la protefna Tat y
p50 originé un aumento en la expresion del LTR respecto a la transfeccién de Tat

aisladamente.
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FIGURA 17, Sinergia de p50 y la proteina Tat en linfocitos CD4 normales. Un total de 107 linfocitos
CD4 aislados de sangre periférica fueron cotransfectadas con el pldsmido LTRWT-Luc (1|1gj106 de células)
CMV-Tat (0.5ug/109 de células) y un vector de expresién de p50 o un vector vacio (pRCCMY). Tras la
transfeccién las células fueron mantenidas sin activar en medio de cuitivo. Veinticuatro horas después de la
transfeccion se cuantificé el atimero de células viables y se midid la actividad luciferasa por luminometria.
Los resultados se expresan en "Unidades Relativas de Luciferasa” por millén de células. El nimero situado
sobre las barras indica el nivel de amplificacién de la actividad luciferasa respecto de la actividad del
pldsmido LTRWT-Luc transfectado en el mismo tipo celular. L Cotranfeccién del vector conirol pRCCMV
junto con CMV-Tat, N Cotransfeccién de CMVp50 y CMV-Tat. Se muestra uno de cinco experimentos
representatives.

4.11. Estudio de la replicacion de provirus con mutaciones en el consenso NF-kB

en linfocitos CD4.

Con el fin de estudiar la importancia del enhancer NF-kB en la replicacién de un virus
completo, infectamos linfocitos CD4 con provirus salvajes o mutados en el enhancer kB del
LTR. Dado que la baja dosis infectiva utilizada no nos permiti6 detectar la replicacién viral
mediante ensayo de transcriptasa inversa ¢ deteccién de la proteina p24 del VIH, la
transcripcién viral fue estudiada mediante la deteccién de ARN por retrotranscripcién y

amplificacién en cadena de la polimerasa (PCR).



Como se demuestra en la figura 18 las células infectadas con el provirus salvaje o
mutado contenian un niimero similar de copias provirales al inicio de la infeccién (5 dias),
lo que demuestra que la infectividad del virus y los procesos precoces de infeccidn

(retrotranscripcién) no se vieron afectados por la mutacién en las secuencias NF-kB.

Cuatro semanas después del inicio de la infeccién no se detectaron copias de ADN
proviral en las células que habian sido infectadas con el virus mutado, mientras que en las
infectadas con el virus salvaje la deteccién de ADN proviral fue constante a lo largo de la
infeccion. El ARN viral fue detectado tinicamente en las células infectadas con la cepa
salvaje y no fue posible detectar transcripcién de la cepa mutada a pesar de utilizar un

método de alta sensibilidad como 1a PCR.

Estos experimentos demuestran que la iniciacién y persistencia de la transcripcién del
VIH en linfocitos CD4 depende de forma absoluta de la presencia del consenso NF-kB en el
LTR. Dichas secuencias representan pues un elemento esencial para permitir la

transactivacién del LTR y la transcripcion del genoma viral.

Figura 18.
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Figura 18. Estudio de la replicacidn de provirus con mutaciones en el consenso NF-kB en linfocitos
CD4. Linfocitos CD4 purificados fueron infectados con un provirus salvaje (WT) o mutado en el
enhancer kB (AkB). Tras Ia infeccién las células fueron estimuiadas con PHA o anticuerpos antiCD3
en presencia de macrofagos autélogos. Utilizando 1a téncia de reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR), la deteccion del ADN proviral fue evaluada cinco dias tras la infeccién (A). Asimismo se
realizd 1a deteccién del ADN proviral (B) y de transcritos de ARN viral (C) al finalizar el cultivo (4
semanas), Una secuencia de 115 pares de bases del gen gag fue amplificada e hibridada con una sonda
interna al fragmento amplificado. El ADN y el ARN de las células 8ES (infectadas por el VIH de
forma crénica) fueron utilizadas como control positivo (C+). Linfocitos no infectados fueron utilizados
como control negativo (C.).
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5.1. La baja actividad transcripcional del LTR de] VIH en linfocitos CD4 como

mecanismo de latencia viral.

Los datos contradictorios existentes en la literatura, especialmente los referentes al
diferente comportamiento biolégico del VIH en linfocitos CD4 normales y en lineas
linfoblastoides T en cuanto a replicacién, nos han llevado a analizar los mecanismos

moleculares responsables de este fenémeno.

Dado que en linfocitos CD4 en estado de reposo celular el VIH permanece en un
estado de latencia absoluta, sin replicacién viral detectable, y que los mecanismos
reguladores de la iniciacién de la transcripci6n actdan sobre las secuencias localizadas en el
LTR del VIH, hemos estudiado el comportamiento del LTR viral en linfocitos CD4 y en
una linea linfoblastoide T (J-Jhan).

a. Aspectos técnicgs.
Para conseguir estos objetios hemos puesto a punto técnicas de aislamiento y
transfeccién transitoria de linfocitos CD4 en reposo y construido vectores que nos permitan

estudiar el papel regulador de NF-kB en este contexto celular.

Las técnicas de aislamiento de poblaciones linfocitarias altamente purificadas es un
paso esencial para poder estudiar el comportamiento del LTR en una de sus dianas
naturales, los linfocitos CD4. El aislamiento de poblaciones altamente purificadas de
linfocitos CD4 nos permite por una parte transfectar y analizar el funcionamiento del LTR
en este tipo celular determinado, y por otra evitar la activacién originada a consecuencia de
la produccién espontdnea de citokinas por otras poblaciones celulares. Es conocido que la
adherencia de los monocitos de sangre periférica induce la sintesis y liberacién al medio de
interleukina 1, Tumor necrosis factor e interleukina 6 entre otros factores. Si queremos

analizar el funcionamiento del LTR en células no activadas, la separacién de poblaciones



purificadas es por lo tanto una condici6én experimental necesaria. El método de aislamiento
escogido realiza una seleccion negativa de los linfocitos CD4 de sangre periférica mediante
el empleo de anticuerpos monoclonales dirigidos frente a las demds poblaciones celulares de
sangre periférica y la separaci6n con esferas magnéticas recubiertas con anticuerpos
policlonales frente a inmunoglobulinas de ratén. Este método nos permite obtener
poblaciones altamente purificadas de linfocitos CD4 (por encima del 90% en la mayoria de
los experimentos) y no interaccionar con las moléculas de transduccién de sefial de esta
subpoblacién con el fin de obtener células en estado de reposo. Especialmente importante es
no realizar seleccién positiva de la subpoblacién "Helper", ya que la proteina CD4 que
caracteriza a esta poblacién es una molécula de transduccién de seiial, y 1a interaccién con

determinados anticuerpos provoca una activacion de dichos mecanismos.

La técnica de transfeccién transitoria escogida es la electroporacién. El motivo es que
es la que presenta mayor eficacia de transfeccién de este tipo celular y es altamente
reproductible. Los pardmetros de transfeccién fueron optimizados en experimentos previos
mediante la transfeccién de distintos vectores de expresion de luciferasa: LTR del VIH,
promotor del Virus del Sarcoma de Rous y Citomegalovirus humano. Sin embargo, a
excepcién del promotor de Citomegalovirus, el resto de vectores present6 de forma
constante un nivel de expresion muy bajo, cercano al nivel umbral de deteccién de la

técnica.

Para evaluar de forma mds precisa el grado de transfeccién de los linfocitos CD4
realizamos una cuantificacion del ADN plasmidico utilizado mediante extraccién en
gradiente de Hirt (Hirt, 1967). Esta técnica, descrita inicialmente para purificar e} ADN viral
de células infectadas, habfa sido puesta previamente a punto en el laboratorio para
normalizar la transfecci6n entre diferentes lineas celulares o entre células infectadas o no de
la misma linea celular (Bachelerie y cols.,1991). Aunque habitualmente la normalizacién de
las transfecciones se hace incluyendo un vector cuya expresién se detecta por otro medio

(Cloranfenicol Acetil Transferasa p.e.) en nuestra experiencia este método no ‘es
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suficientemente preciso cuando se consideran lineas celulares diferentes que pueden
expresar con distinta intensidad el vector utilizado en la normalizacién. Esto es
especialmente importante en el caso de los linfocitos CD4 en que los diferentes vectores se

expresan a un nivel muy bajo (Figura 11).

En experimentos preliminares observamos que existe una unién pasiva del ADN
plasmidico a la membrana plasmdtica celular, incluso en ausencia de electroporacién. Esto
hace que la cuantificacién del ADN plasmidico por gradiente de Hirt en células totales se
vea sometido a sesgos debido a la captura "pasiva” del ADN. Sin embargo, si separamos
mediante lisis en detergente el nicleo del citosol y membrana plasmadtica observamos que el
ADN cuantificado corresponde efectivamente a material transfectado y no absorbido
pasivamente. Por ese motivo elegimos la cuantificacién del ADN plasmidico en el
compartimento nuclear de la célula como el pardmetro que de manera més precisa nos

permitfa cuantificar la transfeccién de nuestros vectores.

Para analizar el papel de NF-kB en la transactivacién del LTR viral clonamos el LTR
del VIH (regiones U3+R) en dos versiones, completa o deletada en ¢l conenso NF-kB, en
vectores conteniendo el gen de la luciferasa como marcador. El motivo para seleccionar

este marcador es su mayor sensibilidad respecto de otros (Schwartz y cols.,1989).

Una vez que conseguimos condiciones de electroporacién comparables en cuanto a

eficacia en linfocitos CD4 y la linea J-Jhan, analizamos el nivel de expresién del LTR del
VIH en ambos tipos celulares. Como puede observarse en la figura 10, en la linea
linfoblastoide J-Jhan el LTR presenta valores elevados del transactivacién (entre 600 y
15.000 RLU/106 de células en diferentes experimentos). Dicha expresién no fue debido a la
transactivacion del LTR a través del "enhancer” del VIH, ya que un vector deletado en el

consenso NF-kB se transactivé a niveles similares a los obtenidos con el vector "salvaje”.
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Este dato apunta a que en las células linfoblastoides existe una transcripcién "abierta”
del LTR que es independiente de la regulacién a través del enhancer NF-kB. Nuestro
disefio experimental y los pldsmidos utilizados no nos permiten definir las secuencias
responsables de esta actividad transcripcional en células linfoblastoides, pero los diferentes
datos de la literatura apuntan a la importancia de las secuencias Spl y TATA en el nivel
basal de actividad transcripcional existente en lineas tumorales (Jones.,1989; Garcia y
cols.,1989; Harrich y cols.,1990; Berkhout y Jeang 1992; Gaynor.,1992; Olsen y
cols.,1992).

Sin embargo en linfocitos CD4 normales en estado de reposo celular el LTR del VIH se
encuentra en una situacién de "silencio” transcripcional. Nuestros resultados permiten
afimmar que el bajo nivel de transactivacion del LTR observado en linfocitos CD4 (Figura
10) no es debido a una baja eficiencia en la transfeccién de este tipo celular (Figura 12) sino
a una baja permisividad de su entorno celular para la iniciacién de la transcripcién del
genoma del VIH. A diferencia de lo observado en lineas tumorales, las regiones Spl y
TATA son incapaces de inducir una fuerte actividad basal del LTR del VIH en linfocitos
CDA4.

El LTR del VIH no parece ser un caso particular ya que otros vectores que presentan
un nivel basal elevado en lineas linfoblastoides no tienen actividad transcripcional detectable
cuando se transfectan en linfocitos CD4 (Figura 11). El entorno celular de los linfocitos
CD4 es por lo tanto esencialmente “inerte" en ausencia de activacién. Esta ausencia de
actividad transcripcional basal, secundaria probablemente a la ausencia de factores de
transcripcién activos, constituye una condicién especialmente adecuada para permitir

situaciones de latencia viral.

Esta baja actividad transcripcional ocasiona dificultades técnicas importantes ya que para
calcular los niveles de transactivacién inducidos por los diferentes estimulos es necesario

obtener niveles de actividad luciferasa por encima del umbral de deteccién para permitir
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cédlculos fiables. Para superar este obsticulo técnico nos hemos visto obligados a trabajar
con grandes cantidades de células con el fin de obtener niveles de actividad luciferasa
detectables. Asf, mientras 50.000 células J-Jhan bastan para obtener niveles de actividad
luciferasa detectables, es preciso realizar la medicién en al menos 5 millones de linfocitos
CD4 transfectados en reposo para detectar actividad transcripcional cuando se transfecta un

vector LTR aislado.

" "

La activacién de ambos tipos celulares mediante ésteres de forbol origina una
repuesta de activacién del LTR viral por encima de los niveles basales. Como se observa en
la figura 10 la transactivacién obtenida sobre los niveles basales en cada tipo celular es
debido a la induccién del "enhancer” viral, ya que vectores deletados en el consenso NF-kB

no son transactivados por el PMA,

NF-kB colabora en la actividad transcripcional como elemento “inducible” en el curso
de los procesos de activacién celular. Sin embargo aunque cuantitativamente la
transactivacién del "enhancer” viral aporta niveles de transactivacién similares en linfocitos
CD4 y células linfoblastoides la importancia de este fen6meno es cualitativamente muy
diferente segiin el tipo celular considerado: en la linea J-Jhan la activacién del enhancer
aumenta una transcripcién basalmente elevada; por el contraric en los linfocitos CD4, la

transactivacién del enhancer NF-kB condiciona un fenémeno de tipo "todo o nada".

La activacién por PMA de los linfocitos CD4 permite que el LTR del VIH pase de una
situacion de silencio transcripcional a otra de transcripcién activa. La importancia de la
activacion es por lo tanto mucho mayor en linfocitos CD4 que en lineas linfoblastoides, ya
que en los primeros la dependencia de la activacién celular para iniciar la transcripcién viral
es absoluta, mientras que en células linfoblastoides la activacién se limita a aumentar la

transcripcion basal existente.
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d. ELprobleme de lg latencia en la infeccién por el VIH.

El concepto de latencia en el curso de la infeccién VIH es un fenémeno controvertido.

Una serie de autores niegan que la latencia exista realmente y basan sus argumentos en que
en cualquier momento de la infeccién por el VIH es posible detectar una elevada carga viral

en la sangre de los pacientes seropositivos.

Sin embargo es preciso diferenciar claramente la latencia a nivel celular de la latencia a

nivel de relacion global entre el VIH y el huesped infectado.

Desde el punto de vista clinico es correcto afirmar que la latencia viral no existe al ser
posible aislar el VIH en todos los estadios de la enfermedad (Ho y cols.,1989). Esto es
debido a que en el organismo se produce la resultante del estado de replicacién en todas las
células infectadas por el VIH. En cada momento, aunque exista un nimero mayoritario de
células infectadas de forma latente, existen asfmismo macrofagos tisulares que soportan la
replicacién activa del VIH y linfocitos CD4 que estdn siendo activados y por lo tanto
replican el virus. Sin embargo, estos datos no contradicen la existencia a nivel de cada

célula individual de un proceso de latencia viral en la infeccién por el VIH.

Recientemente se ha demostrado que la carga viral se encuentra localizada en los
ganglios linfdticos que constituyen el 98% de los linfocitos totales del organismo (Embretson y
cols.,1993; Pantaleo y cols.,1991). En los érganos linfoides hasta un 40% de los linfocitos CD4
se encuentran infectados desde los primeros estadios de la enfermedad. Existe adem4s una
enorme cantidad de virus libre "atrapado" en las prolongaciones interdigitantes de las células
dendriticas. Sin embargo, el nimero de linfocitos que replican activamente el VIH es muy
reducido, entre el 0.3 y el 3% de las células infectadas (Embretson y cols.,1993). Estos datos
apoyarfa la hip6tesis segin la cual el sistema inmune es destruido directamente por el virus

(efecto citopdtico diecto), pero confirman que en la mayorfa de los linfocitos CD4 infectados

existe un estado de latencia real, al menos en algunos momentos de su evolucién.
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La latencia celular es por lo tanto un fenémeno real que ha sido demostrado "in vivo"
en linfocitos CD4 (Harper y cols.,1986; Schnittman y cols.,1989; 1990; Bubrinsky y
cols.,1991). Esto se ve comelacionado por los estudios “in vitro" y “ex vivo" en los que el
cultivo de linfocitos de sangre periférica en fase de reposo no permite detectar ningiin tipo de
produccién viral. Sin embargo, la activacién de las mismas células mediante mit6genos,
presentacién antigénica o anticuerpos dirigidos contra el complejo CD3/Ti originan una
replicacion viral masiva (Barré-Sinoussi y 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),

El entorno celular de los linfocitos T en reposo constituye un contexto biol6gico
especialmente adecuado para la latencia debido a la avsencia de los factores necesarios para la
replicacién del VIH (Virelizier.,1990). Sin embargo, asi como el linfocito T en reposo presenta
un ambiente celular adecuado para la Iatencia, el contexto biolégico del linfocito T activado
suministra todos los factores necesarios para permitir una replicacién masiva del VIH. Esto es
debido a que la activacién celular produce en los linfocitos T la induccién de citokinas,
receptores de citokinas, factores de transcripci6n, proto-oncogenes y moléculas de activacién

en la supeficie celular (Crabtree.,1989).

El linfocito T CD4 representa probablemente el reservorio mds importante del VIH al
permitir la latencia viral en su estado de reposo y una replicacién viral masiva en el curso de los
procesos de activacién inmune. El silencio transcripcional existente en la célula en reposo y la
activacién NF-kB dependiente de la transcripcién constituyen probablemente las bases

moleculares de la latencia y reactivacién en la principal diana de infeccién del VIH.
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5.2. Diferentes requerimientos y modo de actuacién de la proteina Tat en linfocitos

CD4 y en lineas linfoblastoides T,

La proteina transactivadora Tat del VIH constituye un elemento central en la regulacién
de la replicacién viral. La presencia de la proteina Tat origina un aumento en la transcripcién
del genoma viral del orden de 103-10* (Sodroski y cols.,1985; Goh y cols.,1986; Arya y
cols.,1986; Hauber y cols.,1987; Jones.,1993; 3). La diana de Tat es la secuencia TAR, situada
en la regién +1/4-64, es decir inmediatamente después del sitio de iniciacién de la transcripcidn.
Los primeros 59 nucleétidos de los transcritos del VIH configuran una estructura del ARN que
permite la interaccién con la proteina Tat. El transactivador del VIH es por lo tanto un
"enhancer” ARN (Rosen y cols.,1985; Hauber y cols.,1988; Sharp y Marciniak.,1989;
Cullen.,1993). El mecanismo de accidén de Tat no se encuentra completamente dilucidado y
probablemente actiie a distintos niveles. Inicalmente se demostré que Tat aumentaba la tasa de
transcripcién del genoma del VIH y que dicho efecto era debido a una mayor elongacién de los
transcritos de ARNm. En ausencia de Tat se produce una elongacién incompleta del ARNm y
la presencia de Tat permite que su sintesis alcance la longitud correspondiente a todo el
genoma viral {Cullen y cols.,1986; Peterlin y cols.,1986; Rosen y cols.,1986; Kao y cols.,1987;
Selby y cols.,1989; Braddock y cols., 1989). Junto a un efecto "elongador" de Tat, muchos
datos experimentales apuntan a que Tat probablemente actiia asimismo a nivel de iniciacién de

la transcripcion (Hauber y cols.,1987; Rice y cols.,1988; Cullen.,1991;1993).

Los datos obtenidos muestran que Tat es un elemento esencial en la regulacién de la
transcripcion en linfocitos CD4, pero que sus requerimientos tanto de produccién como de
actividad son muy diferentes a los existentes en lineas linfoblastoides T. Mientras en células
linfoblastoides Tat se expresa y actiia de forma enhancer independiente, en los linfocitos

CD4, 1a funcién de Tat es absolutamente dependiente de NF-kB.
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La expresién de la proteina Tat mediante un vector de expresidn origina una
transactivacién del LTR viral en linfocitos CD4 y células linfoblastoides (Figuras 13 y 14).
Se observa asimismo un efecto sinérgico entre la activacion celular inducida por el PMA y

1a expresion de laproteina Tat como ha sido descrito en diferentes sisternas celulares,

En este sentido se ha descrito una cooperacién entre Tat y secuencias localizadas en el
LTR viral como Spl y NF-kB y el sinergismo entre la proteina Tat y factores
transcripcionales que se unen a estas secuencias consenso (Berkhout y cols.,1990;Harrich y
cols.,1990; Bachelerie y cols.,1991; Liu y cols.,1992; Berkhout y Keang.,1992; Kamine y
Chinnadurai.,1992; Taylor.,1992). Todos estos datos apuntan a la existencia de una
colaboraci6n a nivel de iniciacién de la transcripcién entre distintos factores celulares y la
proteina transactivadora Tat (Wu y cols.,1991; Sheline y cols.,1991; Gatignol y cols.,1989;
Marciniak y cols.,1990; Wu y cols,, 1988; Pognonec y Roeder.,1991). En lineas
linfoblastoides, aunque se ha descrito una cooperacién entre Tat y factores Spl, NF-kB y
TATA, fundamentalmente (Gaynor.,1992), parecen ser las secuencias Spl y TATA las mds
implicadas en esta cooperacion (Berkhout y Keang.,1992; Kashanchi y cols.,1994) teniendo
NF-kB un papel secundario en este proceso, ya que la deleccién de las secuencias kB en el

LTR no impide la transactivacién mediada por Tat.

Sin embargo, en linfocitos CD4, la deleccién del consenso kB en el LTR abolié
completamente la funcién de la proteina Tat expresada a partir de un vector CMV-Tat. La
falta de respuesta obtenida no puede ser achacada a una ausencia en la produccién de Tat,
ya que el promotor CMYV se expresa a un nivel suficiente en linfocitos CD4; por otra parte,
la expresién de Tat si transactiva un LTR completo, por lo que la ausencia de
transactivacién de un vector deletado en el consenso kB no es debido a una falta de

produccién de la proteina.
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Estos datos muestran una dependencia absoluta del consenso kB en linfocitos CD4
para permitir la transactivacion deTat. A su vez revelan una diferencia cualitativa en cuanto
a los requerimientos para la funcién de Tat en células linfoblastoides y en linfocitos CD4
normales. En la linea J-Jhan, la delecci6n del consenso kB en el LTR disminuy6 la
transactivacion inducida por Tat pero no modificé cualitativamente esta respuesta. Sin
embargo en linfocitos CD4, la deleccién del consenso kB introduce en esta ocasién un

fenémeno de "nada o todo".

Nuestros datos apoyan la hip6tesis de que mientras que en lineas linfoblastoides la
cooperacidn entre Tat y factores celulares que se unen al LTR se produce esencialmente por
interaccién con Spl y elcomplejo transcripcional primario, en linfocitos CD4 NF-kB parece
ser el factor esencial para mediar esta cooperacién. Una vez méds es preciso decir que
nuestros vectores y experimentos no estin disefiados para estudiar la interaccién entre Tat y
otros factores de transcripcién como Spl. Sin embargo, el hecho de que la deleccién del
consenso kB origine una abolicién del efecto transactivador de Tat a pesar de que las
secuencias Spl no se ven modificadas ni en su presencia ni en su situacién espacial, apunta

a que estos factores no son importantes en el contexto celular de los linfocitos CD4.

En condiciones experimentales en que existe una sinergia entre Tat y activacién celular,
existe una débil pero reproductible transactivacion del LTR deletado en las secuencias kB
(Figura 14). Aunque este efecto es modesto, apunta la posibilidad de que en determinadas
situaciones de activacion celular, pueden existir vias alternativas de activacién del LTR en
linfocitos CD4. Dada la débil expresién del LTR deletado en el consenso kB en esta
situacién si se compara al efecto obtenido con un LTR completo, la relevancia de este
fenémeno es probablemente menor, pero no puede descartarse que pueda ser funcional en

situaciones muy precisas.



En los experimentos referidos hasta el momento, la produccién de Tat es originada
por expresién a partir de un promotor heter6logo. Sin embargo, en el curso de la infeccién
por el VIH "in vivo", la produccién de Tat es dependiente del propio LTR del VIH. Con el
fin de analizar la dependencia de la produccién de Tat del consenso kB, clonamos un cDNA
de Tat bajo el control de las secuencias reguladoras del LTR, completas o deletadas en el

consense NF-kB.

Como se muestra en la figura 15, la transfeccion de un vector LTR-Tat en J-Jhan
originé una intensa actividad luciferasa, lo que demuestra que la transfeccién de un vector
de expresion de Tat bajo el control del LTR en células linfoblastoides origina unaintensa
expresién de Tat. Este fenémeno es esperable, ya que al existir una transcripcion abierta en
este tipo celular, al igual que existe una expresién basal de la actividad luciferasa, es
esperable que se produzca una expresidn de Tat a particr de las mismas secuencias
reguladoras que se encuentran basalmente activadas en este tipo celular. La activacion
celular origind un efecto sinérgico muy superior al obtenido en ausencia del vector LTR-
Tat, lo que demuestra que la activacién por PMA induce ambos vectores (LTR-Luc y LTR-
Tat) y origina tanto una mayor produccién de Tat como una transactivacion NF-kB
dependiente. Sin embargo, cuando Tat es expresado a partir de un vector LTR deletado en
el consenso kB, no existe una disminucién significativa de la actividad Iuciferasa respecto a
un vector LTR-Tat. Esto demuestra una vez mds que NF-kB es un elemento dispensable en
el entorno celular de las células linfoblastoides, ya que los mecanismos kB-independientes

permiten una actividad transcripcional suficiente del LTR.

La situacién es radicalmente distinta en linfocitos CD4. En estas células, dada la
ausencia de transcripcién basal, la transfeccion de un vector LTR-Tat no origina ninguna
actividad significativa de la actividad Luciferasa. La activacion celular origina un efecto

sinérgico ya que iniciala transcripcién tanto del vector LTR-Luciferasa como del vector de
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expresién de Tat bajo ¢l control del LTR. En presencia del consenso NF-kB, la activacién
celular origina de nuevo un fenémeno de tipo "todo o nada" que se ve potenciado por el

efecto sinérgico existente entre la expresion de Tat y la activacién por PMA.

Sin embargo, la deleccién del consenso kB ¢n el sistema anula completamente el efecto
transactivador de Tat. En ausencia del consenso NF-kB no existe produccion de Tat apartir

de un LTR viral incluso en presencia de activacién celular.

En conclusion, los datos obtenidos demuestran que NF-kB no es idnicamente el
elemento enhancer esencial en la transactivacién inducida en el curso de los procesos de
activacion celular. Ademds, es un elemento fundamental para permitir tanto la produccion
de Tat a partir del promotor autélogo del VIH como la funcién transactivadora de la
proteina Tat. La translocacién nuclear de NF-kB representa por lo tanto el elemento central
en la regulacién de la replicacién viral en los linfocitos CD4, ya que en su ausencia no

existen mecanismos capaces de iniciar la transcripcién del VIH.

5.3. Los linfocitos CD4 en reposo presentan en su niicleo complejos homodiméricos de
la subunidad p50 de NF-kB que cooperan con la proteina Tat en la

transactivacion del LTR.

Con el fin de profundizar los mecanismos de regulacién de NF-kB en linfocitos CD4,
analizamos los factores de la familia rel/NF-kB existentes en el niicleo de los linfocitos CD4

en reposo Yy tras activacion con PMA.

Como era esperado, la activacién celular originé la translocacién de complejos
heterodiméricos de NF-kB compuestos de las subunidades p50 y p65 como se demostré por
la especificidad en la inhibicién la uniébn ADN-proteina mediante anticuerpos anti p-50 e
IkB-c.
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Sin embargo, sorprendentemente encontramos en el niicleo de los linfocitos CD4 en
reposo altas concentraciones de proteinas capaces de unirse al consenso NF-kB y que estdn

constituidas por homodimeros de p50.

(Cual puede ser la funcién de estos complejos homodiméricos? Para algunos autores
los complejos homiméricos de p50 cumplirfan una funcién de regulacién negativa o de
bloquec transcripcional por ocupacién del consenso NF-kB. En esta hipétesis, la
transactivacion originada en el curso de los procesos de activacién celular requerirfa no
sélamente la translocacién nuclear de complejos transcripcionalmente activos (pS0/p65 p.e.)
sino la liberacién activa del consenso kB ocupado por las proteinas p30 en forma
homodimérica. Estos autores proponen que la proteina Bcl3 actuaria “"arrancando" del

consenso NF-kB los homodimeros de p50 y permitiendo que los heterodimeros p50/p635 se

unan al consenso.

Otros autores (Liou y Baltimore) soportan la teorfa contraria segin la cual los
complejos p50 homodiméricos no serfan necesariamente inactivos sino que su actividaéi
transcripcional dependeria de modificaciones en el consenso NF-kB. Estos autores
demuestran en experimentos en transcripcién "in vitro" que homodimeros de pS0 pueden

mediar una actividad transcripcional sobre determinados genes kB-dependientes.

Por otra parte, estos autores mantienen que Bcl3 podria ser un activador
transcripcional de p50. Bcl3 contiene en su molécula dos dominios activadores
funcionalmente activos. Para estos autores, el hecho de que Bcel3 inhiba el binding de p50
"in vitro" no serfa necesariamente contradictorio con una actividad transcripcional del
complejo Bel3/p50 "in vivo" durante el tiempo en que el complejo trimérico ADN-p50-Bcl3

se encuentre unido.

Nuestros resultados no demuestran una actividad transcripcional de los homodimeros

de pS0 en linfocitos CD4 "per se". Sin embargo no corroboran la teorfa segin la cual es
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necesario inhibir la unién de p50 al ADN para que los heterodimeros p50/p65 transactiven
el LTR. Como se muestra en la figura 16, la activacion con PMA induce la translocacién
nuclear de complejos heterodiméricos p50/p6S paralelamente a la activacion del LTR, pero
no existe una desaparicion de la unién de los compiejos de p50 al ADN. Por ¢l contrario, la
activacion mediante PMA conlleva una superinduccién de la proteina p50 detectada en

técnicas de retardo en gel y mediante Western-Blot nuclear.

El resultado més sorprendente es el que sugiere que los complejos homodiméricos de
p50 colaboran con la proteina Tat en la transactivacién del LTR del VIH. En efecto, es
importante recordar que la deleccidn del consenso kB en el LTR origina una abolicién de
1as funcion transactivadora de Tat en linfocitos CD4. Este dato sugiere que el consenso "per
se" o un factor que se une al mismo media esta cooperacién con Tat. Pero en el linfocito
CD4 en reposo, el dnico factor unido al ADN es la subunidad p50 de NF-kB. Esta hipétesis
abre la posibilidad de que exista una colaboracién entre los factores de transcripcién de la

familia NF-kB vy la proteina transactivadora Tat del VIH.

Una cooperacion entre Tat y distintos factores celulares ha sido descrita previamente.
De hecho se ha descrito una interaccion directa entre Tat y laproteina TFIID del complejo
transcripcional primario. Cooperaci6n funcional entre Tat y Spl o NF-kB han sido

asimismo descritas.

Para estudiar esta posible interaccién entre Tat y la subunidad p50 de NF-kB
realizamos experimentos de transfeccién transitoria en los que expresamos simultdneamente
ambas proteinas. Como se muestra en la figura 17 existi6 un claro efecto sinérgico entre Tat

y p50 sobre la transactivacion del LTR del VIH.

El mecanismo de esta colaboracién entre Tat y p50 no puede deducirse de los
experimentos realizados aunque existirfan dos posibilidades segin consideremos el

mecanismo de funcionamiento de Tat.
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Tat codifica por una proteina de 15 kD cuya diana es la secuencia TAR, situada en Ia
regién +1/464, es decir inmediatamente después del sitio de iniciacién de la transcripcién. Los
primeros 59 nucleétidos de los transcritos del VIH configuran una estructura del ARN que
permite la interaccién con la proteina Tat. El transactivador del VIH es por lo tanto un
"enhancer” ARN (Rosen y cols.,1985; Hauber y cols.,1988; Sharp y Marciniak.,1989;
Cullen.,1993). El mecanismo de accién de Tat no se encuentra completamente dilucidado y
probablemente actie a distintos niveles. Inicalmente se demostré que Tat aumentaba la tasa de
transcripcién del genoma del VIH y que dicho efecto era debido a una mayor elongaci6n de los
transcritos de¢ ARNm. En ausencia de Tat se produce una elongacién incompleta del ARNm y
la presencia de Tat permite que su sintesis alcance la longitud correspondiente a todo el
genoma viral (Cullen y cols.,1986; Peterlin y cols.,1986; Rosen y cols.,1986; Kao y cols.,1987;
Selby y cols.,1989; Braddock y cols., 1989). Por este motivo se denominé a esta proteina Tat
(por Transactivation anti-terminator). Junto a este efecto "elongador” muchos datos
experimentales apuntan a que Tat probablemente actia asimismo a nivel de iniciacién de la

transcripcién (Hauber y cols.,1987; Rice y cols.,1988; Cullen.,1991;1993).

En resumen, Tat podria actuar como elongador de transcritos cortos o pobremente
procesivos o directamente a nivel de iniciacién de la transcripci6n. En el primer caso, si Tat es
un ARN enhancer y por lo tanto un "elongador”, la cooperacién con pS0 apoyaria la hip6tesis
que mantiene un efecto transcripcional para los homodimeros p50. En efecto, si Tat actia
como elongador, es necesario que exista un nivel de transcripcién basal suficiente para iniciar
la sintesis del ARNm aunque no consiga que ese ARN se elongue adecuadamente. En este
supuesto, pS0 realizaria esta funcién, lo que serfa coherente con el hecho de que no se detecte
una actividad transcripcional de los homodimeros p50 "per se” suficiente para realizar una

transcripcién completa, pero permitirfa que la proteina viral finalizara el proceso.

En el segundo supuesto, existirfa una interaccién directa entre Tat y los factores que se
unen al "enhancer” viral, en este caso NF-kB. En esta alternativa, los homodimeros p50

podrian ser inertes transcripcionalmente, pero permitirian la transactivacién inducida por Tat.
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Existen en la literatura datos a favor de esta hipétesis. Se ha descrito en lineas
mielomonociticas (Harrich y cols.,1989) que Tat puede actuar sobre virus deletados en las
secuencias TAR con tal de que exista activacién celular y este efecto parece estar mediado a
través de NF-kB. Asimismo se ha descrito que la expresién de la protefna Tat en determinadas
lineas gliales (Taylor y cols.,1992) origina la transactivacion de vectores deletados en el

elemento TAR y este fenémeno es dependiente de NF-kB.

Nuestros datos no permiten decantarse por ninguna de las dos hipétesis, pero los datos
descritos sugieren la existencia de una interaccién nueva entre una proteina viral y un factor
regulador de la transcripcién que se encuentra en el nicleo delos linfocitos CD4 en reposo. El
modelo experimental descrito puede colaborar a dilucidar por una parte el mecanismo de
acci6n de la protefna Tat, y por otra la potencial actividad transcripcional de la subunidad p50
de NF-kB.

5.4. NF-kB es un factor esencial para la replicacion del VIH en linfocitos CD4.

A pesar de los datos que apoyan la existencia de un fenémeno real de latencia en linfocitos
CD4 y que sugieren que NF-kB es el elemento central en la regulacién de la replicacion del
VIH a partir de su estado de latencia, algunos autores han demostrado que provirus deletados
enel consenso NF-kB replican con la misma intensidad que provirus salvajes en distintos

sistemas celulares.

Dado que como hemos visto los requerimientos transcripcionales son muy diferentes en
linfocitos CD4 normales y en células transformadas, la replicacién de provirus defectivos en el
consenso kB en lineas linfoblastoides podrfan explicarse en base a estas diferencias. Sin
embargo, se ha demostrado que provirus deletados en NF-kB replican en blastos linfocitarios
T, poniendo en cuestién el papel de NF-kB como elemento esencial en la transcripcién del

genoma del VIH (Leonard y cols.,1989).
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Por este motivo es esencial demostrar en un sistema de infeccién viral que NF-kB es un
elemento central en la regulacién de la trancripcién del VIH y que en su ausencia, la

replicacién viral debe encontrarse muy disminuida.

Nuestros resultados demuestran que NF-kB es un elemento necesario para la replicacién
del VIH en linfocitos CD4. Provirus mutados en el consenso kB no tienen replicacion

detectable en linfocitos CD4.

El sistema de infeccién utilizado difiere en varios puntos con los publicados en la
literatura:

1. Las construcciones utilizadas portan mutaciones puntuales en ¢l consenso kB y no
delecciones del mismo. Esto puede ser un elemento importante al mantenerse la disposicién
espacial y las distancias relativas entre los diferentes elementos reguladores del LTR.

2. A diferencia de todos los autores no infectamos blastos linfocitarios previamente
activados por mitégenos. En nuestra experiencia, en esta situacién existe una induccién de un
gran niimero de factores de transcripcion que transactivan €l LTR del VIH a niveles muy
elevados, por lo que nos encontramos en una situacién diferente de la existente en un linfocito
CD4 que se encuentra infectado y que circula en estado de reposo celular. La preactivacién
celular con mitdgenos aumenta enormemente la permisividad de los linfocitos CD4 a la
infecci6n por el VIH. En nuestro sistema infectamos en estado de reposo celular y realizamos
una adsorcién viral durante 12 horas al cabo de las cuales se induce una activacién con
mitégenos. Creemos que este sisterna es mds adecuado para estudiar los fenémenos de latencia
y reactivacién en el entorno celular de los linfocitos CDA4.

3. Por tltimo utilizamos dosis infecciosas muy inferiores a las descritas en la literatura que se
sitdan en el orden de cientos de nanogramos o picogramos de p24. Pensamos que en esta
situacién las particulas virales arrastran una gran cantidad de factores celulares y virales que
potencialmente podrian activar la transcripcién del genoma viral. Se ha descrito que la protefna
Tat puede ser solubilizada al medio de células infectadas, penetrar en células latentemente

infectadas e iniciar la transcripcion del genoma viral. Con el fin de evitar esta situacién que
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unido al punto anterior podria poner al linfocito CD4 en condiciones experimentales en las que
se potenciara una via de activacidn celular NF-kB independiente, excepcional en otras

situaciones.

En las condiciones descritas no hemos sido capaces de detectar signos de transcripcion del

genoma viral en linfocitos CD4 infectados con provirus mutados en el consenso NF-kB.

Debido a las dosis de infeccion utilizadas, no nos ha sido posible detectar la presencia de
protefna p24 en los sobrenadantes de los cultivos en ningun momento, por lo que hemos
monitorizado la produccién de ARN por Transcripcién inversa y posterior amplificacién
mediante PCR. En la figura 18 se muestra que sélo en las células infectadas con provirus
salvajes existe una transcripcion del VIH y Ia transcripcién del genoma viral. En los linfocitos
infectados con provirus mutados en el consense NF-kB no fue posible detectar transcritos de

ARN viral,

Con el fin de descartar que la mutacién de NF-kB conllevara un defecto en las fases
iniciales de la infeccién (entrada, desencapsidacidn y retrotranscripcion) estimarmos el nimero
de copias provirales existentes en los-linfocitos CD4 cinco dias después de la infeccién
mediante PCR amplificando un fragmento del gen gag. El plazo transcurrido desde la infeccién
hace improbable que las copias de ADN no se encuentren integradas, aunque este aspecto no
ha sido evaluado en nuestro sistema. Los datos de la figura 18 muestran que el nivel de
infectividad de ambos provirus fue similar y no justifica las diferencias encontradas en la

replicacién viral.

En resumen, la mutacién en el consenso NF-kB originé un defecto profundo en la
replicacién del VIH en linfocitos CD4. Este sistema confirma los datos obtenidos mediante
ensayos de transfeccion transitoria y apoya la hipétesis que postula un papel esencial para NF-

kB en el proceso de reactivacién del VIH en linfocitos CD4.



6. CONCLUSIONES
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CONCLUSIONES

1. Los linfocitos CD4 en estado de reposo presentan un entorno celular poco permisivo
para la actividad transcripcional del LTR del VIH. Por el contrario en una linea
linfoblastoide T (J-Jhan) la actividad transcripcional basal del LTR del VIH es muy

elevada.

2. Tanto en linfocitos CD4 como en células linfoblastoides, la activacién celular mediante
PMA origina una transactivacién del LTR del VIH que es dependiente de la secuencia

consenso para el factor nuclear NF-kB.

3. Mientras que en células linfoblastoides, la activacion celular conlleva un aumento
cuantitativo del elevado nivel transcripcional que basalmente presenta el LTR, en
linfocitos CD4 la activacién celular origina un fenémeno cualitativo de tipo "todo o

nada" en la iniciaci6n de la transcripcién del genoma del VIH,

4. Tanto en linfocitos CD4 como en células linfoblastoides existe un efecto sinérgico entre

la expresi6n de la proteina Tat y la activacién celular sobre la transactivacién del LTR.

5. En linfocitos CD4 la iniciacién de la transcripcién del genoma del VIH por la proteina
Tat es absolutamente dependiente de la presencia del consenso NF-kB en el LTR,
mientras que en células linfoblastoides la transactivacién inducida por Tat es

independiente de NF-kB.

6. En los linfocitos CD4 en estado de reposo celular, la produccién de la protefna Tat por el
LTR es absolutamente dependiente de la activacién del "enhancer” NF-kB. Por el
contrario, en células linfoblastoides, existe una produccién espontdnea de Tat

independientemente de la presencia del consenso NF-kB en el LTR.
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En el nicleo de los linfocitos CD4 en reposo se detectan concentraciones elevadas de
complejos homodiméricos formados por la subunidad p5S0 de NF-kB. La activacién
celular origina en estas células la translocacién de complejos heterodiméricos p50/p65 y

una superinduccidn de la subunidad p50 en el niicleo celular.

Los complejos homodiméricos de p50 existentes en el nicleo de linfocitos CD4 en
reposo no median actividad transcripcional detectable pero cooperan con la proteina Tat
en la iniciacién de la transcripcién del genoma del VIH. La ausencia de estas protefnas en

el LTR origina una abolicién de la transactivacién mediada por Tat en linfocitos CD4.

La presencia del consenso NF-kB en el LTR es esencial para la replicacién del VIH.
Provirus portadores de mutaciones en el consenso NF-kB del LTR son defectivos para

su replicacién en linfocitos CD4.

Los mecanismos moleculares que regulan la transcripcién del VIH son diferentes en
linfocitos CD4 y en células linfoblastoides: NF-kB es un elemento regulador esencial en
la iniciacién de la transcripcién en linfocitos CD4, mientras que en células linfoblastoides

es un elemento dispensable.

Dadas las diferencias existentes entre células normales y transformadas, el estudio de la
regulacién transcripcional del VIH debe realizarse en modelos celulares préximos a la
fisiologia con el fin de obtener resultados relevantes para la comprension del

comportamiento biolégico del VIH "in vivo".

En linfocitos CD4, la induccién de NF-kB modifica radicalmente la permisividad para la
replicacion del VIH en este tipo celular. Nuestros datos apoyan la hip6tesis que
propugna que la translocacién nuclear de NF-kB es el principal mecanismo responsable
de la iniciacién de la transcripcion del genoma viral en el curso de los procesos de
activacion linfocitaria y el principal elemento regulador de la replicacién del VIH a partir

de su estado de latencia.
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