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RESUMEN

Los retrovirus son un diverso grupo de virus que se encuentran en los
vertebrados. Su importancia biomédica radica en el hecho de que son capaces
de infectar humanos, produciendo importantes problemas de salud. Como
ejemplo de ellos consideramos al virus de la inmunodeficiencia humana (VIH),
gue genera una enfermedad que se caracteriza por generar un estado de
inmunodeficiencia del huésped, permitiendo el desarrollo de enfermedades
oportunistas en estadios avanzados de la enfermedad, configurando el
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA). Frente a la entrada de un
retrovirus al organismo, nuestro sistema inmune presenta como primera linea
de defensa a la inmunidad innata. El resultado final de esta respuesta es la
induccién de interferon de tipo | (IFN tipo 1) el cual genera un estado antiviral en
la célula. Recientemente se ha ampliado la investigacién sobre diferentes
factores de restriccion del huésped que forman parte de la inmunidad innata
antiviral determinando la inhibicién de la replicacién de los retrovirus. En esta
revision abordaremos las distintas vias de sefializacion implicadas en la funcién
de estos factores. Dentro de ellos, se mencionaran; el SAMHD1 que determina
un agotamiento del pool celular de dNTP inhibiendo los pasos tempranos de la
retrotranscripciéon en células infectadas por retrovirus; TREX1 que es
considerado un factor de restriccion del huésped antagdnico ya que es la
ausencia del mismo que resulta en la activacion de una respuesta de interferén;
APOBEC3 que media la restriccion viral principalmente por un mecanismo de
edicion del DNA; TRIM5a que puede formar una estructura hexagonal por
encima de la capside, lo cual desestabilizaria el core viral; Tetherin que es

capaz de bloquear la liberacién de viriones de VIH.
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1. INTRODUCCION
1.1. RETROVIRUS

La familia de retrovirus son un diverso grupo de virus que se encuentran en los
vertebrados. En la naturaleza, pueden encontrarse en dos formas, como
viriones que contienen ARN, capaces de infectar una nueva célula y como
provirus con ADN, que pueden ser silentes o activados. (Nelson et al 2003).
Luego de entrar en la célula huésped, el ARN viral es retrotranscripto a ADN
guedando este integrado al ADN del huésped. Esta forma de replicacion es lo

gue define a los retrovirus. (kipne et al 2013).

Clasificacion taxonémica

Los retrovirus pertenecen a la familia Retroviridae. Su estructura taxonémica
presenta 2 subfamilias (Orthoretrovirinae y Spumaretrovirinae) que a su vez se
subdividen en 7 géneros de acuerdo a su relacién evolutiva. Cinco de estos
grupos tienen potencial oncogénico antiguamente denominados oncovirus, y

los otros dos son los lentivirus y spumavirus. (Cordeiro et al 2008) Ver tabla 1.

Generalidades morfolégicas.

Tienen un didmetro de 80-120 nm, su forma es esférica con caracteristicas
electrén lucidas en el centro. (Kipne et al 2013) En su parte externa presentan
una envoltura que contiene una doble membrana lipidica y glicoproteinas. En
su interior se encuentra una capside, proteinas de la matriz y una
nucleocépside. Su genoma esta constituido por dos moléculas idénticas de
ARN de polaridad positiva.

Hay tres proteinas con actividad enzimatica que son codificadas por el gen pol.
La transcriptasa reversa (polimerasa que copia ARN a ADN); La endonucleasa
de ADN o integrasa (integra el genoma viral al genoma hospedero); Una
proteasa (rompe las poliproteinas traducidas del mARN del gen gag y del pol).
(Cordeiro et al 2008) Ver figura 1

Estructura gendmica.

Los retrovirus se dividen en dos categorias, simples y complejos de acuerdo a
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Su organizacion gendémica. Todos los retrovirus contienen cuatro dominios que
codifican proteinas con la siguiente informacion:

GAG grupo antigeno inespecifico, llamado asi ya que refleja las propiedades
antigénicas de esta proteina. Procesa proteoliticamente proteinas de la matriz,
capside y nucleocéapside.

PRO codifica el marco de lectura de la region gag.

POL (polimerasa) codifica la transcriptasa reversa, la proteasa y la integrasa.
ENV (envoltura) codifican glicoproteinas de superficie.

También contienen secuencias no codificantes terminales que incluyen dos
repeticiones directas (R), A U5 (5'unique), y una secuencia (3'unique) U3.

Los retrovirus simples usualmente contienen solamente esta informacion,
mientras que los retrovirus complejos codifican adicionalmente otras proteinas
reguladoras. (Coffin 1996).

Replicacion.
El proceso global de replicacion de los retrovirus se sintetiza de la siguiente
manera:

1) Interaccion virus-receptor.

2) Penetracion.

3) Transcripcion reversa.

4) Integracion en el genoma de la célula hospedadora.

5) Transcripcion.

6) Traduccidn.

7) Ensamblaje.

8) Liberacion.
La entrada a la célula es iniciada por la unién de las glicoproteinas virales a
proteinas receptoras especificas de superficie celular. La presencia de
receptores para el virus es el determinante inicial del tropismo para tejidos y
huéspedes concretos.
La transcripcion inversa es llevada a cabo por la enzima transcriptasa reversa
gue es una ADN polimerasa, que convierte el ARN viral en una copia de ADN

lineal y monocatenario en el citoplasma del huésped. Al finalizar este proceso
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se sintetiza una hebra de ADN bicatenario con largas repeticiones terminales
(LTRs) en cada extremo. Los LTRs contienen promotores transcripcionales y
estan relacionados en el proceso de la integracion. La integracion del genoma
viral puede ocurrir en cualquier zona del ADN celular (una vez integrado se
denomina pro-virus) y pasa a ser un elemento genético estable. El pro-virus
puede expresarse 0 permanecer latente.

Si se activan los promotores de la region TLR se transcribe el ADN pro-viral
formandose transcriptos que pueden ser encapsidados en particulas viricas o
ser procesados y traducidos a proteinas virales.

Cuando las proteinas virales se acumulan en la superficie tiene lugar el
ensamblaje de la nucleocapside que luego se desplaza hacia la membrana
citoplasmatica para constitucion final de las particulas viricas con envoltura.
(Cordeiro et al, 2008) Ver figura 2.

Importancia de su estudio.
Los humanos contenemos secuencias de ADN integradas en nuestro ADN
semejantes a las secuencias de los retrovirus. La mayoria de estas secuencias
estan silentes o forman pseudogenes.
Algunos de estos genes, ‘“retrovirus enddégenos”, se pueden expresar en
determinadas situaciones patolégicas como en algunos tipos de leucemias y en
determinados trastornos inmunolégicos.
Se cree que los retrovirus endégenos han evolucionado a partir de elementos
transponibles que hoy en dia todavia estan presentes en determinadas formas
de vida inferior (levaduras y Drosophila). (Nelson et al, 2003)
Algunos retrovirus han evolucionado hasta ser capaces de transmitirse de
animal a animal y de persona a persona, y son los que suelen causar las
enfermedades en el ser humano.
En el hombre, tres de estos retrovirus exdgenos se han relacionado con la
produccion de enfermedad.

e HTLV-I (Virus linfotrépico de células T humanas) se ha relacionado con

la leucemia de células T del adulto y la paraparesia espastica tropical

e HTLV-Il se ha relacionado con la leucemia de células pilosas, aunque
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hoy en dia esto es objeto de controversia (Manns et al, 1999)
e EIl (VIH) virus de la inmunodeficiencia humana es el agente etiolégico del
sindrome de inmunodeficiencia adquirida. (Nelson et al, 2003)
Como todo agente extrafio que ingresa a nuestro organismo los retrovirus
interactian con el sistema inmune. La persistencia de su infeccion sera
producto del balance entre esta interaccion y de los mecanismos de evasion de

los retrovirus.

1.2. INMUNIDAD INNATA

1.2.1. Definicidon y Generalidades.

El sistema inmune innato provee una forma universal de proteccién del
huésped contra las enfermedades infecciosas. Detecta la presencia de
patégenos utilizando varias estrategias de reconocimiento. La deteccion
microbiana innata mejor caracterizada se basa en el mecanismo de los
receptores de reconocimiento de patrones (RRP). Estos receptores detectan
estructuras compartidas por clases enteras de microorganismos. (lwasaki &
Rusland, 2013)

La principal funcion fisiologica del sistema inmune es proteger al hospedero
contra microbios patdégenos. Tradicionalmente el sistema inmune ha sido
dividido en inmunidad innata e inmunidad adquirida.

Las principales diferencias entre ambas respuestas son los mecanismos y los
tipos de receptores usados para el reconocimiento antigénico. En la inmunidad
adaptativa, los receptores reconocen a los microorganismos infecciosos e
identifican antigenos propios y del medio. En cambio, en la inmunidad innata,
los receptores reconocen estructuras altamente conservadas presentes en un
gran grupo de microorganismos. Estas estructuras son designadas patrones
moleculares asociados a patdégenos (PAMPS) y los receptores involucrados en
identificarlas son llamados receptores de reconocimiento de patrones. (Iwasaki,
2012). Los mecanismos inmunitarios innatos no generan memoria inmunitaria
protectora a largo plazo. Sélo si un microorganismo infeccioso puede violar
estas lineas de defensa surgird una respuesta inmunitaria adaptativa, con

generacion de células efectoras especificas para antigeno, dirigidas al
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patdgeno especifico, y células de memoria que proporcionan inmunidad
duradera contra reinfeccién por el mismo microorganismo.

Los mecanismos de las respuestas inmune innata y adquirida forman un
sistema integrado de defensa del hospedero, en el cual numerosas células y
moléculas funcionan colectivamente. La naturaleza de la respuesta innata
temprana es un factor de suma importancia, ya que influye en el tipo de
respuesta especifica que se desarrollara subsecuentemente. De igual manera,
la inmunidad adaptativa puede intervenir durante la inmunidad innata. En este
sentido, los fagocitos mononucleares son importantes participantes en ambas
interacciones. Después de haber ingerido al patégeno, los macrofagos
muestran sobre su superficie antigenos del microorganismo, los cuales pueden
ser reconocidos por los linfocitos T antigeno- especificos. Mientras, las células
T y B producen citocinas tales como el IFN-y, con la finalidad de incrementar
las funciones microbicidas de los macrofagos, por lo tanto, la interrelacién entre
la inmunidad innata y adaptativa es bidireccional y estd mediada en gran parte
por las citoquinas. (Reyes et al, 2013)

1.2.2. PAMPsy PRRs.

Todas las células nucleadas tienen la capacidad de responder frente a la
presencia de patogenos, debido a que censan ciertos PAMPS. Estos son
reconocidos por una gran variedad de receptores de reconocimiento de
patrones (PRR), que son codificados por la linea germinal. Las familias de PRR
incluyen los Toll-like receptors (TLRs), RIG-I-like receptors (RLRs) y Nod-like
receptors (NLRs). La distribucion de los PRR varia; por ejemplo los TLRs estan
distribuidos dentro de varios tipos celulares y expresados en la superficie
celular o dentro de los endosomas. Por otra parte, los RLRs son receptores
citosolicos que son ampliamente expresados por la mayoria de los tipos
celulares. Una caracteristica en comun de la sefalizacion de PRR es la
induccién de la produccion de interferones. Los interferones se unen al receptor
de interferon de tipo | para inducir cientos de genes estimulados por
interferones (ISGs) en el tejido local no infectado y en las células infectadas,

creando un estado antiviral que suprime la infeccion viral y sirve para promover
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la activaciéon de la inmunidad adaptativa. (Rustagi & Gale, 2013)

TLRs.

Los receptores tipo Toll (TLRs) son moléculas sensoras del sistema inmune
innato del huésped, que detectan firmas moleculares conservadas de una
amplia gama de patdégenos.

Como mecanismo de defensa intrinseco el sistema inmune innato esta
equipado con los receptores de reconocimiento de patrones (PRRs). Estos
receptores son fundamentales en el reconocimiento de microbios patdgenos
tales como bacterias, virus y parasitos. Los receptores PRRs distinguen
componentes de los patégenos mediante la detecciébn de restos que estan
conservados, conocidos como patrones moleculares asociados a patdégenos
(PAMPs), luego se inician las cascadas de sefializacidon que culminan en la
expresion de los productos antimicrobianos y la produccion de citoquinas y
quimioquinas inflamatorias.

Todos los TLRs son proteinas transmembrana que se componen de un
ectodominio rico en leucinas en el extremo amino terminal, responsable del
reconocimiento de los PAMPs; un dominio transmembrana y un dominio
carboxi terminal.

Los receptores TLR se clasifican en seis familias principales: TLR1, TLR3,
TLR4, TLR5, TLR7 Y TLR11. La familia TLR1 abarca TLR1, TLR2, TLR6 y
TLR10, estos residen en las membranas plasméaticas y reconocen los
componentes de las paredes celulares microbianas y membranas tales como
lipoproteinas y peptidoglicanos. TLR4 y TLR5 también se localizan en la
membrana y reconocen al lipopolisacarido de las bacterias y a la flagelina
respectivamente. Por el contrario, miembros de la familia TLR3, TLR7 y TLR11
se expresan en endosomas intracelulares y lisosomas. TLR3 reconoce ARN de
doble cadena. TRL7, TLR8 y TLR9 conforman la familia TLR7 y detectan ARN
de cadena simple. En la familia TLR11, TLR11 y TLR12 operan como un
heterodimero de deteccion de la profilina del parasito Toxoplasma Gondii,
mientras que TLR13 detecta ARN ribosomal. (Oldenburg M, et al. 2012).

Los TLRs difieren en su expresion entre los diferentes tipos de células. Sus
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vias de transduccion de sefial también varian, diferenciandose la respuesta
MyD88 dependiente, de la via independiente de MyD88; esta Ultima es activada
por todos los TLR excepto TLR3. TLR4 activa tanto vias MyD88 dependientes e
independientes. (Takeda K, et al. 2003). Estas vias se especifican en la seccion
de “interferén de tipo I”.

De los TLRs caracterizados hasta la fecha, varios de ellos se han relacionado
con la inmunidad antiviral. Entre estos TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9 detectan
formas distintas de acidos nucleicos virales y son criticos en el reconocimiento
del material genético viral en compartimientos endosomales, para iniciar
respuestas antivirales. TLR2 y TLR4 son dos miembros de la familia TLR que
han sido implicados en el reconocimiento de proteinas virales estructurales y
no estructurales, que conducen a la produccion de citoquinas inflamatorias.
(Lester SN, et al. 2014).

RLRs:

Los RLRs son expresados en el citosol de células nucleadas. La familia de RLR
comprende 3 miembros: RIG-I, MDA5 y LGP2. Todos son DexD/H box RNA
helicasas que se adhieren al ARN, hidrolizan ATP y escanean substratos de
RNA para el reconocimiento de motivos especificos.

RIG-I presenta una preferencia por estructuras dsRNA mas cortas que
contienen trifosfato 5' y motivos de secuencia especificos, mientras que MDA5S
se adhiere a estructuras dsDNA mas largas.

Estructuralmente, RIG-1 y MDA5 contienen activacion de caspasa N-terminal y
dominios de reclutamiento (CARDs) y un dominio helicasa. RIG-I a diferencia
de MDAS5 contiene un dominio represor C-terminal (RD). LGP2 también
contiene un dominio helicasa y un dominio RD pero no posee dominio CARD y
funciona como un regulador de la sefializacion de RIG-1 y MDAS.

RIG-I se une a los ligandos de RNA que contienen 5' trifosfato. Luego de la
unién al PAMP, el dominio RD de RIG-I es desplazado por el CARDs
permitiendo la interaccibn con TRIM25 y 14-3-3g, proteinas que
respectivamente modifican a RIG-1 y sirven como chaperonas para promover la

relocacion de RIG-1 desde el citosol a la membrana del reticulo endoplasmatico
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asociada a la mitocondria. En esta membrana, la interaccion entre el CARD de
RIG-I con el CARD localizado en la proteina adaptadora “proteina de
sefalizacion antiviral mitocondrial” (MAVS) da lugar al ensamblaje de un
complejo de sefalizacion que podria incluir la “proteina adaptadora
estimuladora de genes de interferones” (STING). El ensamblaje de este
complejo resulta en la activacién de NFkB e IRF3/IRF7.

El ligando especifico de MDA5 es menos claro, aunque se sabe que la
sefalizacion de MDAS5 también requiere de MAVS. MAVS es esencial para la
sefalizacion requerida para la produccion de interferones y la inmunidad

antiviral inducida por los RLRs. (Rustagi & Gale, 2013) Ver figura 3.

NLRs.

Los receptores NLRs se expresan en el citosol de diversos tipos de células,
representando una diversa familia en la cual todos comparten un dominio
ATPasa y un dominio carboxilo terminal con repeticiones ricas en leucina. El
dominio amino terminal varia entre los distintos miembros de la familia NLR.
Los receptores NOD1 y NOD2 presentan en su dominio amino terminal
dominios CARD, lo cuales responden a PAMPs antimicrobianos tales como
derivados del peptidoglicano bacteriano o ARN viral simple en el citosol de las
células y son activados a través de la sefial producida por NFkB e IRF3.
(Rustagi et al, 2014)

Las proteinas presentes en el receptor interacttan con la caspasa 1,
induciendo la secrecion de la interleucina 1B para la induccién de la respuesta
inflamatoria. Las sefales para la activacion incluyen: acido urico, el cual
representa dafio o peligro asociado a las moléculas; ATP, en representacion de
las células que mueren; oxigeno reactivo, que sugiere la infeccion bacteriana y
la inflamacién; y el flujo de iones, sugiriendo la perdida de la integridad de la
membrana, como puede ocurrir durante la infeccion bacteriana o viral. (Barbe
et al, 2014)

Los NLRs cumplen funciones esenciales para detectar los PAMPs y marcan la
iniciacion de la respuesta inflamatoria, coincidiendo de este modo con la

sefalizacion de la inflamacion en el sistema inmune innato por RLRs y TLRs

10
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durante la infeccion aguda.

2. SENALIZACION INTRACELULAR

La inhibicion de la replicacion de retrovirus por diferentes factores de restriccion
del huésped en diferentes pasos del ciclo de vida retroviral ha surgido como un
importante componente de la inmunidad innata antiviral. Para inducir la
expresion de interferones (IFN) las células del huésped reconocen la infeccion
a través de diversas familias de receptores RRP, (Sze et al, 2013) como ya fue
descrito. En esta seccion describiremos como funcionan estos factores y cuales

son sus vias de sefalizacion intracelular.

2.1. SAMHD1

El SAMHD1 forma parte de un grupo de factores de restriccion del huésped
que limitan la replicacién retroviral en diferentes etapas del ciclo de vida del
virus. El SAMHD1 es una deoxynucledsido trifosfato fosfohidrolasa que
hidroliza a los deoxynucledsidos trifosfato  (ANTP), obteniendo
deoxynucleodsidos (dN) y trifosfatos inorganicos. De este modo agota el pool
celular de dNTP requerido por la DNA polimerasa celular e inhibe los pasos
tempranos de la retrotranscripciéon. EI SAMHD1 degrada deoxynucledsidos
trifosfatos incluyendo los que participan en la sintesis de DNA (dATP, dCTP,
dTTP, y dGTP) asi como el dUTP, pero no es capaz de hidrolizar nucleétidos
trifosfatos (NTP). (Sze et al, 2013).

El SAMHD1 contiene dos dominios importantes: El “dominio motivo esteril alfa”
participa en las interacciones proteina-proteina y contribuye a la unién de
acidos nucleicos por el SAMHD1, aunque no es indispensable para su actividad
nucleasa (Beloglazova et al, 2013). El dominio HD contiene los sitios
enzimaticos cruciales para su actividad trifosfohidrolasa y actividad nucleasa.
La expresion unicamente del dominio HD es suficiente para restringir la
replicacion del VIH-1. (White et al, 2013).

La actividad del SAMHD1 puede ser regulada por diferentes factores tales
como el estado de fosforilacion y la producciéon de IFN tipo I. (Sze et al. 2013)

La expresion de SAMHDL1 es influenciada por el estado del ciclo celular. Se ha

11
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demostrado que cuando la célula se encuentra en un estado de inactividad se
encuentran mayores niveles de SAMHD1, mientras que en las células que
estan proliferando los niveles de SAMHD1 son apenas detectados. (Franzolin
et al, 2013) Es asi que la actividad antiretroviral del SAMHD1 es regulado por
fosforilacion en un modo dependiente del ciclo celular. (Cribier et al. 2013;
White et al, 2013; Welbourne et al, 2013) EIl SAMHD1 es fosforilado a treonina
592 (T592) por una kinasa 1 dependiente de ciclina (CDK1) y ciclina A2 “in
vivo” (Cribier et al, 2013) o por ciclina B “in vitro” (White et al, 2013). La
fosforilacion T592 del SAMHD1 fue detectada en células permisivas como
linfocitos T CD4+, mientras que las células resistentes al HIV como las células
mieloides expresan predominantemente el SAMHD1 no fosforilado. Esta
observacion implica una relacion inversa entre la forma fosforilada T592 y el
estado antiretroviral. (Sze et al, 2013)

La inactivacion del SAMHDL1 por la ciclina A2 probablemente ocurre durante la
fase S del ciclo celular, cuando la ciclina A2 es altamente expresada (Koseoglu
et al, 2010) y existe un requerimiento de dNTP durante la replicacion
cromosomal del ADN. Se ha demostrado una disminucion de la fosforilacion
T592 en células tratadas con IFN-a, implicando una conexién entre la
sefializacion de IFN de tipo | y la activacion de SAMHD1 (Cribier et al, 2013)
que podria involucrar p21We™CP  yn inhibidor de la replicaciéon de VIH-1
regulado por el ciclo celular (Bergamaschi et al, 2009), y el CDK1, una kinasa
regulada por el ciclo celular que es inducida por IFN-a. (Sze et al, 2013) Ver

figura 4.

Resulta interesante que las células dendriticas no son infectadas efectivamente
por el VIH-1. Eso se debe a que estas células expresan SAMHD1, que detiene
la infeccidn viral. Los virus HIV-2 y SIV (virus de la inmunodeficiencia en simios)
expresan Vpx, que provoca la degradacion del SAMHDL1. Este es un ejemplo
de los mecanismos de evasion que presentan algunos virus. Sin embargo el
VIH-1 no codifica Vpx, lo cual pareceria la razon de porqué es incapaz de

infectar productivamente a las células dendriticas. (Iwasaki, 2012) Ver figura 5.

12
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2.2. TREX1/ Sensor de DNA

Dentro de las células infectadas por VIH-1 un sensor de DNA que aun no esta
bien identificado, detecta la presencia de DNA complementario y el DNA
intermediario generado por la transcriptasa inversa. Este sensor desencadena
la activacion del gen del IFN-B a través de STING e IRF-3. La actividad de este
sensor de DNA es oculta por Trex1. Trex1l es una 3'-5' DNA exonucleasa que
cliva el ssDNA. (lwasaki, 2012) Ver figura 6. Este factor forma parte de un
complejo ER-asociado llamado SET, que incluye una endonucleasa NM23-H1.
Trexl Y NM23-H1 cooperan para degradar el DNA, primero cortando la
cadena simple por NM23-H1 y luego Trex-1 remueve nucleétidos 3'. La
actividad exonucleasa de Trex1 mejora la degradacién del DNA dafiado. Trex1
puede ser considerado como un factor de restriccion del huésped antagonico
ya que en realidad permite la propagacion de la infeccién retroviral ya que
previene la acumulaciéon de DNA dafiado. Si se suprime el complejo SET o
Trex1 resulta en la disminucion de la replicacion del HIV. La disminucién de la
replicacion del HIV ocurre seguido de la transcripcion reversa y resulta en la
inhibicion de los eventos de integracion del cromosoma. (Douville, 2010)

A diferencia de lo que sucede con los clasicos factores de restriccion del
huésped inducidos por IFN, es la ausencia de Trexl que resulta en la
activacion de una respuesta de IFN, a través de una acumulacion de DNA
estimulador de IFN. (Douville, 2010)

2.3. APOBEC3

La familia APOBEC comprende enzimas deaminasas que son capaces de
editar secuencias de ADN y/o ARN. (Conticello et al, 2005). Los miembros de
esta familia se caracterizan por presentar uno o dos dominios cataliticos
conteniendo un motivo de zinc deaminasa, caracterizado por la secuencia de
aminoacidos conservada  H-X-E-X@s.28-P-C-X2.9-C (X es  cualquier
aminodacido). (Jarmuz et al, 2002) En los humanos esta familia comprende
once miembros con diferentes funciones. El grupo APOBECS3 consta de siete
de estas once proteinas en humanos: APOBEC3A, APOBEC3B, APOBEC3C,
APOBEC3DE, APOBEC3F, APOBEC3G y APOBEC3H. (Vieira & Soares,
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2013)

La enzima APOBEC3 (A3) juega un papel importante en la inmunidad innata,
actuando en defensa del huésped contra virus exdégenos y retroelementos
endogenos. (Borgerd et al, 2006; Kinomoto et al, 2007; Delebecque et al,
2006; Yu et al, 2004) La restriccion viral ocurre principalmente por un
mecanismo de edicion del DNA, pero A3 también muestra fenotipos diferentes
de edicion. Las enzimas A3 se localizan en el citoplasma y el nucleo celular,
permitiendo la proteccidon de ambos compartimientos a través de la restriccion
de elementos de replicacion nucleares o citoplasmaticos. (Vieira & Soares,
2013)

La hipermutacién mediada por la enzima APOBEC en HIV-1 esta bien descrita.
El virus HIV-1 codifica diversas proteias accesorias y reguladoras que mejoran
la replicacion viral, como el VIF (factor infectante viral). (Vieira & Soares, 2013)
El VIF representa otro mecanismo de evasion de la inmunidad innata frente a
los retrovirus. Este marca a las proteinas APOBEC dirigiéndolas hacia el
proteosoma para ser degradadas. (Douville & Hiscott, 2010) En células
infectadas por VIH, en ausencia de VIF, moléculas de A3G son incorporadas
en las particulas virales que ingresan a la célula. Esta incorporacion es
mediada por la interacciéon de A3G con la nucleocépside de la proteina Gag
(Cen et al, 2004; Douaisi et al, 2004) y ocurre en una forma DNA dependiente.
(Vieira & Soares, 2013) Luego de una nueva infeccion el proceso de edicion
ocurre durante la retrotrascripcion viral. El A3G deamina residuos dC en la
cadena negativa de ADN complementario, originando dU. Estos nucleétidos
sirven para la incorporacion de dA en la cadena positiva y son evidenciados
como cambios G — a — A en el DNA proviral. El nimero excesivo de cambios
resulta en la pérdida de informacion genética y la produccién de viriones
defectuosos. Una reduccion de los productos de la transcripcion viral también
es observado en la presencia de A3G. Existe una hipotesis de que la
presencia de dU's en el DNA retroviral puede ser reconocido como anémalo,
conduciendo a su degradacion aun antes de su integracién dentro del genoma
celular del huésped. Esto ocurriria al remover reciduos uracilos por uracil-DNA

glicosilasas, seguido de degradacion mediado por endonucleasas.
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(Schrofelbauer et al, 2005; Yang et al, 2007) Sumado a este mecanismo, A3G
media mecanismos de restriccion independientes de edicion. (Vieira & Soares,
2013) Ver figura 6.

2.4. TRIMb5a.

TRIMS5 pertenece a una familia de proteinas, que tiene mas de 100 miembros.
(Zheng et al, 2012) Todas las proteinas TRIM poseen tres motivos, incluyendo
un motivo RING N-terminal, seguidos por uno o dos motivos B-box, y por un
motivo coiled-coil. (Nicole et al, 2005; Reymond et al, 2001; Towers, 2007) La
region C-terminal de estas proteinas varia, pero la mayoria de ellas contiene
un motivo SPRY. El dominio RING se une a dos atomos de zinc y usualmente
tiene una actividad ubiquitin ligasa E3. El B-box y el dominio coiled-coil
promueve la oligomerizacién de la proteina. (Battivelli et al, 2011) A diferencia
del dominio RING, los dominios B-box, coiled-coil y SPRY son requeridos para
la actividad antiviral del TRIM5a (Ohkura et al, 2006; Perez-Caballero et al,
2005) La proteina TRIM5 humana tiene seis principales isoformas, siendo la
isoforma a la mas expresada (Battivelli et al, 2011) Ver figura 7.

La proteina TRIM5a humana contiene 493 aminoacidos, y es la Unica isoforma
que contiene el dominio SPRY. Su dominio RING y los dos dominios B-box
estan separados por una region conectora (L1), mientras que su dominio
coiled-coil y SPRY estan separados por una region conectora (L2). (Zheng et
al, 2012) El dominio SPRY ha sido reemplazado por una proteina del huésped
cyclophilina A (CypA) en algunas especies de monos, resultando en otra
proteina TRIM-CypA. (Stoye, Yap, 2008) TRIM5a y TRIM-CypA son las Unicas
isoformas que poseen actividad antiviral y pueden inhibir la replicacion
retroviral de manera especifica. (Zheng et al, 2012)

TRIM5a se une a determinantes presentes en la capside retroviral cuando el
core viral ingresa al citoplasma. Ver figura 6. Como la asociacion a TRIM5 es
mediada por numerosas regiones de la proteina la asociacion puede ser
reducida a un menor orden (dimerizacion) y a un mayor orden
(multimerizacién) La dimerizacion es requerida para lograr la multimerizacion.

Fue demostrado que la dimerizacion de TRIM5a es un requerimiento para la
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restriccion retroviral. (Lukic & Campbell, 2011) La oligomerizacion de TRIM5a
se da a dos niveles que son determinados por los dominios B-box y coiled-coil.
El dominio coiled-coil determina la dimerizacion de TRIM5a. ElI dominio B-box,
particularmente el residuo R121, gatilla un mayor orden de oligomerizacion a
través de la asociacion de estos dimeros. (Li & Sodroski, 2008)

El HIV tiene un core viral en forma de cono, que es soportado por proteinas
CA (capside) que forman entramados pentagonales y hexagonales, donde el
dominio N-terminal de CA forma ya sea anillos pentaméticos o hexaméricos y
el dominio C-terminal forma homodimeros simétricos que conecta los anillos
en entramados. (Pornillos et al, 2011)

Las proteinas TRIM5a espontaneamente se ensambla en entramados
hexagonales, que coincide simétricamente con los entramados de CA, y este
entramado puede ser mejorado por las proteinas CA recombinantes que tienen
ya preformado la estructura cénica (Ganser-Pornillos et al, 2011; Nepveu-
Traversy et al, 2009) La estructura de mayor orden de TRIM5a aumenta la
union para la proteina CA viral. (Zheng et al, 2012).

TRIM5a acelera el recubrimiento viral para bloquear la replicacion viral.
Después que el HIV-1 entra en la célula, las proteinas CA son detectables en
el citosol en dos formas, insoluble y soluble. La forma insoluble puede provenir
de los cores intactos que no han sido recubiertos, y la forma soluble puede
provenir de cores recubiertos. TRIM5a acelera la conversion de las proteinas
CA virales desde la forma insoluble a la forma soluble. (Stremlau et al, 2006)
Ademas, la incubacion de las proteinas recombinantes CA preensambladas
con TRIM5a resulta en la ruptura de la estructura conica de CA,
probablemente por debilitamiento de las interfases CTD-CTD de CA entre los
hexameros. (Zhao et al, 2011) Por consiguiente, se sugiere que la proteina
TRIM5a podria formar la estructura hexagonal por encima del entramado de la
capside, el cual desestabilizaria el core, produciéndose luego la destruccion de

las proteinas virales mediante la maquinaria proteosomal. (Zheng et al, 2012)

2.5. TETHERIN

Tetherin fue originalmente identificado como un marcador de superficie celular
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de células B diferenciadas. Recibe el nombre también de HM1.24, BST-2 0
CD317. (Zheng et al. 2012) Tetherin es una proteina inducida por interferon
tipo 1l que esta formado por una corta cola citoplasmatica (CT) amino-terminal,
seguida por un dominio transmembrana (TM) a-helicoidal, un dominio coiled-
coil extracelular (EC) y un componente carboxy-terminal glicofosfatidylnositol
(GPI) que actia como un punto de anclaje membranario. (Kupzig, 2003)

En estudios sobre la replicacion del VIH-1 fue demostrado que la proteina
accesoria viral u (Vpu) es requerida para la eficiente liberacion de la particula
viral de una manera dependiente del tipo celular. (Sakai et al, 1995) (Geraghty
et al, 1994) Fue demostrado también que el Vpu induce una regulaciéon en
menos de tetherin de la superficie celular, lo que explica como contrarresta la
actividad antiviral que ejerce tetherin. (Van Damme et al, 2008)

Tetherin efectivamente bloquea la liberacién de viriones de VIH-1 con Vpu
defectuoso, debido a que los ata a la superficie de la membrana celular. Los
viriones capturados son internalizados por endocitosis, y subsecuentemente
acumulados dentro de los endosomas CDG63-positivos y probablemente
degradados en los lisosomas. (Neil et al, 2007; Neil et al. 2008)
Estructuralmente las dos proteinas de membrana que actlian como puntos de
anclaje, formadas por el dominio N-terminal transmembrana y el dominio C-
terminal GPI, junto con la flexibilidad conformacional proporcionada por el
dominio homodimerizado EC, son la clave para el mecanismo de anclaje.
(Zheng et al, 2012) Ver figura 8.

La expresion de tetherin en humanos es restringida, con bajos niveles
encontrados unicamente en la superficie de células dendriticas plasmocitoides
(pDCs) asi como en la superficie apical de células polarizadas epiteliales y
células trofoblasticas de la placenta. Sin embargo tetherin es fuertemente
regulado en mas en muchos tipos celulares ante la exposicion IFNs | y Il. La
region promotora de tetherin contiene diversos sitios de union para factores de
transcripcion, relacionados a IFN incluyendo IRF1, IRF2, STAT1, STATS3,
ISGF3, AP-2 y GATA-1. IFNa, IFNB e IFNy aumentan la expresiéon de tetherin

en la superficie celular en varias lineas celulares. La sefializacion de TLR4, 7'y
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9 puede aumentar también la expresion de tetherin, probablemente via

induccién de IFN tipo I. (Douville, 2010) Ver figura 9.

3. INTERFERON DE TIPO |

El interferon de tipo | (INF I) juega un papel muy importante y conocido en la
inmunidad antiviral, incluso recientemente se ha demostrado que es un potente
regulador de la inmunidad adaptativa.

El INF | ejerce su accion interfiriendo en la replicacion de los virus en las
células hospedadoras ya que se une a receptores en la superficie de células
infectadas activando diferentes vias de sefializacion en las que participan
diversas proteinas antivirales (como la PKR) para impedir la replicacién de una
amplia variedad de virus de ARN y ADN. En la mayoria de los casos la
produccion de INF | es inducida por otras citoquinas, que son sintetizadas en
respuesta a la aparicion de virus en el hospedador.

El INF | tiene 2 acciones basicas, impide la replicacién en células infectadas
gue aun no han sido destruidas por la accion virica y activa a las células natural
killers, capaces de reconocer células infectadas por virus y eliminarlas. Por lo
tanto el INF | actia a dos niveles, por un lado evita la replicacion virica en
células aun sanas y, por otro lado, favorece la destruccion de las células ya
infectadas.

Existe un creciente nUmero de vias de sefalizacion inducidas por virus, que
dan como resultado la expresion del INF |. De particular interés son aquellas
asociadas a los receptores toll-like (TLR), que inician la respuesta pro-
inflamatoria.

El INF | comprende una familia de citoquinas que son conocidas por inducir un
estado antiviral, antiproliferativo e inmuno-regulador en las células infectadas
por virus, que son utilizadas para tratar entre otras patologias hepatitis C,
esclerosis multiple y algunos tipos de cancer. (Smith PL et al, 2005) Ver figura
10.

3.1. VIAS DE SENALIZACION

A través de los receptores TLR, hay al menos dos maneras diferentes de iniciar
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una cascada de sefializacion para inducir la formacion de INF I:

o Una de ellas es a través tanto de TLR3 y TLR4, los cuales son capaces
de inducir al INF | mediante la activacion del factor regulador de la transcripcion
del INF | (IRF3). Tanto TLR3 Y TLR4 utilizan TRIF, asociados TRIF y el factor
asociado al receptor de TNF6 (TRAF 6), esto conduce a la activacion de la
quinasa TBK1 y a la fosforilacion de TRIF. ElI complejo TRIF/TRAF6/TBK1
fosforila los residuos de serina del extremo carboxilo terminal de IRF3 para
activarlo junto con NFkB e inducir la expresion genética del INF I.

o Otra manera de iniciar una cascada de sefializacion, es a través de
TLR7 y TLR9. Ambos son dependientes de MyD88 ya que no utilizan
TRIF/TRAF6/TBK1. Estos receptores actian intercelularmente en asociacion
con endosomas y se expresan en células dendriticas plasmocitarias (PDC) en
desarrollo, que son capaces de inducir altas cantidades de INF I. Las células
dendriticas plasmocitarias inducen niveles méas altos de INF que otras células
inmunes. (Izaguirre A. et al, 2003). A diferencia de TLR3 y TLR4, TLR9 no
activa IRF3, solo traduce sefiales a través de MyD88. (Smith P.L. et al, 2005)

3.2. EFECTOS DELIFNI

Tras la estimulacion del receptor por el INF I, las dos subunidades del mismo
(INF IR1 e INF IR2) se dimerizan, esto resulta en la fosforilacion de TyK2 que
se asocia con INF IR1. La activacion de TyK2 permite fosforilar JAK1 el que se
encuentra situado en la subunidad R2. Cabe destacar que TyK2 no es esencial
en la sefalizacion, ya que células que carecen de TyK2 son capaces de activar
la sefalizacion en respuesta al INF I.

STAT1 y STAT2 son moléculas transductoras de la sefial y activadoras de la
transcripcion. La fosforilacion de la subunidad R1 por JAK1 permite que STAT2
se una al mismo. Esto resulta en la fosforilacion de STAT2 y la creacion de un
sitio de unién para STAT1, causando su dimerizacion y transporte al nucleo. El
heterodimero STAT forma un complejo de transcripcion: ISGF3. El mismo se
une al sitio de ADN consenso denominado ISRE. Estas secuencias en el ADN
se localizan en los promotores de genes cuya expresion inducira la inhibicion

de la replicacién viral. (Dumoutier L. et al, 2003) Ver figura 11.
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Una vez que el estado antiviral se ha establecido, el virus invasor serd menos
capaz de replicar la infeccion, dando tiempo para una respuesta de la
inmunidad adaptativa, la cual es guiada en parte por el INF I. Ademas de esta
respuesta, el INF | regula la expresion de MHC de clase | y aumenta la
citotoxicidad de las células natural killers (NK).

La importancia del INF | en muchas respuestas inmunes es ejemplificada por
las contramedidas que han evolucionado en patdogenos para derogar las vias

de sefalizacion que resultan en su expresion. (Kontsek P, 1994)

3.3. INFTIPOIEN LA INFECCION POR VIH

La mayoria de los datos con respecto a la relevancia del INF | en los retrovirus,
derivan de los resultados que el mismo presenta sobre la infeccidn por el virus
de inmunodeficiencia humana (VIH). En personas infectadas por VIH se
encuentra un aumento de los niveles de INF I, que se correlacionan con niveles
mas altos de células TCD4+, baja carga viral y la ausencia de infecciones
oportunistas. (Esperanza Goémez L. et al, 2009). El INF | se mide facilmente en
muestras de sangre de personas infectadas por VIH, en asociacion con el
aumento agudo de la viremia durante la infeccion primaria. (Hughes R et al,
2012).

El INF | es eficaz en el control de la infeccidbn por retrovirus, aunque su
presencia continua puede sobre-estimular al sistema inmunolégico al punto que
podria llegar a ser perjudicial, tanto mediante la activacion de la funcion celular
y la apoptosis como por la seleccion de clones INF-resistentes. (Esperanza
Gbomez L. et al, 2009).

Una funcién importante del INF | en la respuesta innata a la infeccién por VIH
es sugerida por la observacion de la supresion de células dendriticas
plasmocitarias en la rapida progresion de la infeccion por VIH. Los recuentos
de PDC vy la funciéon de las mismas se ven severamente reducidos, lo que
refleja el estado clinico de los pacientes infectados y permite predecir el control
inmunoldégico de la replicacion del VIH. En sintesis, parece que los altos niveles

de INF | son beneficiosos, al menos inicialmente, hasta que el sistema inmune
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se estimula excesivamente, ya que suprimen el avance de los sintomas en

paciente con VIH. (Esperanza Gomez L. et al, 2009).

4. NATURAL KILLERS

Las células asesinas naturales (NK) son una poblacién Unica de células T que
tienen importantes funciones inmunorreguladoras y han demostrado estar
involucradas en la inmunidad del huésped frente a una gran variedad de
microorganismos. Tienen la capacidad de diferenciar las células infectadas por
un virus, o las células tumorales que han sufrido transformaciones malignas.
Desempefian un papel en la infeccion por VIH que lleva a que se agoten de
manera selectiva en las primeras etapas de la infeccidén, existiendo amplia
recuperacion de las mismas durante el tratamiento antirretroviral (TARV).

Las células NK son células productoras tanto de citoquinas Thl como Th2, que
pueden afectar la inmunidad innata a través de la activacion de las células
efectoras: macrofagos, células dendriticas, asi como células TCD4+ y TCD8+.
Cabe destacar que las células NK pueden ejercer directamente actividad
citolitica a través de mecanismos que involucran a la via de las perforinas, asi
como a la ruta Fas/FasL. (Van Dommelen S.L. et al, 2004).

No son células fagociticas. A través de la via de las perforinas, destruyen a las
otras células mediante el ataque a su membrana
plasmatica, causando difusion de iones y agua hacia el interior de la célula,
aumentando su volumen interno hasta un punto de ruptura en el cual ocurre
la lisis, proceso conocido como muerte programada o apoptosis.

La induccion de los procesos de muerte celular programada o apoptosis
supone una activacion de unas enzimas citosélicas denominadas caspasas. La
activacion de estas enzimas puede inducirse por dos vias distintas, una
asociada a cambios en la permeabilidad mitocondrial y otra a sefales
originadas en los receptores de muerte celular, localizados en la membrana
plasmatica.

La via intrinseca o mitocondrial de la apoptosis es el resultado de la
desaparicion de estimulos de supervivencia, esto provoca un aumento en la

permeabilidad de las mitocondrias que libera al citoplasma algunas proteinas
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como el citocromo ¢ que actia como cofactor de las proteinas activadoras de la
apoptosis (Apaf-1). En linfocitos, esta via no necesita ninguna sefial activa
secundaria a la activacion de los receptores de muerte celular.

La via extrinseca o mediada por receptores de la apoptosis se desencadena
tras la union de ligandos a receptores de muerte celular presentes en la
superficie. Uno de estos receptores es Fas (CD95) y su ligando, FasL. FasL se
une a Fas en la misma célula o células adyacentes, formandose grupos de tres
0 mas moléculas de Fas. A causa de esta agregacion, los dominios de muerte
intracelulares de estos receptores agrupados por Fas se unen a una proteina
adaptadora que contiene un dominio de muerte citosolico FADD. FADD, por su
parte, se fija a la forma inactiva de la caspasa-8 la cual experimenta una auto
activacion catalitica y es entonces capaz de activar a otras caspasas efectoras
y desencadenar la apoptosis. Esta via de la apoptosis se llama muerte celular
inducida por activacion dado que se ve inducida por la activacién
receptor/ligando y no por la ausencia de estimulos de supervivencia.

Las células NK estan quimicamente caracterizadas por la presencia del
marcador CD56 y ausencia de CD3. Estas células detectan a la célula diana
por reconocimiento del glicocalix anédmalo. También las reconocen cuando las
células infectadas o tumorales pierden el MHC de clase | (moléculas de
histocompatibilidad), las cuales inhiben la accion de las células NK mediante
interaccion con receptores de tipo inhibidor (KIR). EIl reconocimiento de células
diana induce a la movilizacion de granulos hacia el sitio de contacto, los cuales
contienen granzimas y perforinas. Estas proteinas forman un complejo, junto
con una tercera proteina que actia como carrier, el cual es endocitado por el
microorganismo. Esta endocitosis esta mediada por el receptor manosa 3-
fosfato. Las perforinas desestabilizan la membrana del endosoma, liberando a
las granzimas, que inducen apoptosis celular.

Figura 12
Funcionalmente se pueden dividir en dos sub poblaciones de acuerdo a su

expresion de CD4. CD4+ células NK que componen aproximadamente el 50%
secretan citoquinas tanto Thl como Th2 y pueden ser orientadas a prestar
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ayuda a las células B. CD4- células producen principalmente citoquinas Thl y

tienen una mayor actividad citolitica. (Li D. et al, 2008)

4.1. CELULAS NK EN LA INFECCION POR VIH

El cambio mas destacado que se observo en las células NK durante la
infeccién por VIH es su rapido agotamiento selectivo de la circulacion.

De las diferentes sub poblaciones, el subconjunto CD4+ mostro un agotamiento
mas rapido inversamente correlacionado con la carga viral y el subconjunto
CD4- mostro un agotamiento mas lento, lo que implica que diferentes
mecanismos estan involucrados. El agotamiento selectivo de las células NK
durante la infeccion por VIH puede facilitar el establecimiento y la persistencia
de la infeccion y ademas podria contribuir al debilitamiento de la inmunidad del
huésped y por lo tanto contribuir a la aparicion de infecciones oportunistas.
(Mattapallil J.J. et al, 2005)

4.2. EFECTOS DE LA TERAPIA ANTIRETROVIRAL EN CELULAS NK
De una manera similar a lo que ocurre con células CD4+ convencionales,
luego de la iniciacion del TARV células NK presentan una recuperacion rapida
en fase temprana. Después de la recuperacion de la fase rapida el TARV puede
mantener el nivel de NK y prevenir su mayor agotamiento. Después de un afio
de tratamiento posiblemente se puede observar un aumento significativo de los
niveles de NK y una mejoria en la funciéon celular, aunque en general los
niveles se mantienen bajos. Esta etapa de recuperacion es causada por la
expansion gradual de células producidas por ambos sub conjuntos, sin
embargo la recuperacion del sub conjunto CD4- parece mas prominente que la
del subconjunto CD4+, lo que puede explicarse por la temprana pérdida de
células CD4+ en contraparte con el sub conjunto CD4-.

La reactivacion de los dos sub conjuntos puede ser potenciada por la
administracion de IL-2 ademas de la TARV. (Li D. et al, 2008).
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5. MECANISMOS DE EVASION DE LOS RETROVIRUS FENTE
A RESPUESTA INMUNE

5.1. MECANISMOS DE EVASION FRENTE A IFN DE TIPO |

Los virus han evolucionado presentando diferentes mecanismos que les
permiten evadir la respuesta antiviral por el INF |. Esta actividad anti-INF |
puede producirse en tres momentos diferentes: durante la sintesis del INF I,
durante la sefalizacion y a través de la alteracion de las proteinas antivirales
inducidas por el INF I.

Las proteinas son supresoras de la expresion génica del INF | través de su
efecto inhibidor general sobre los genes de la transcripcion, sin embargo
también pueden evadir especificamente la accion del INF |. Las principales
estrategias incluyen:

e La competencia por la union a los receptores de INF I.
e La inhibicién de la produccién de INF | y su secrecion.
e El bloqueo de la sefial de INF I, que puede ocurrir en distintos niveles

e La inhibicién de las proteinas antivirales inducidas por INF | o de sus
acciones
Los mecanismos por los que los retrovirus evaden el control del INF |
pertenecen a la cuarta categoria. En respuesta a la infeccion viral, el INF |
induce un numero de genes, incluyendo la proteina quinasa dependiente de
ARN (PKR). La actividad de PKR se inhibe directamente por el VIH a través de
la proteina reguladora Tat. Esta proteina, en asociacion con factores celulares,
mejora la eficiencia de la transcripcion por la ARN polimerasa celular mil veces,
principalmente mediante la prevenciéon prematura de la terminacion de la
transcripcion.
Nef, un determinante crucial para la replicacion y patogénesis del VIH, también
desempefia un importante papel en la evasion del virus del efecto del INF I,
mediante la manipulacién fenotipica de las caracteristicas morfolégicas y
funcionales de las PDC, haciéndolas incapaces de activar linfocitos TCD8+.

(Esperanza Gomez L. et al, 2009).
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5.2. MECANISMOS DE EVASION FRENTE A CELULAS NK

En el caso de las células NK el virus interfiere con su activacion mediante la
presentacion de antigenos a través de células presentadoras de antigenos bajo
la regulacién de CD1d, la molécula presentadora de antigenos para células NK.
La expresion de CD1d por las células presentadoras de antigenos puede ser
draméticamente reducida cuando las células estan infectadas con el virus del
VIH, y por consiguiente estas células son menos competentes en la activacion
de células NK. (Li D. et al, 2008).

6. CONCLUSIONES

Después de la amplia investigacion que se ha realizado en lo que se refiere a la
inmunidad adaptativa, en los ultimos afios se ha visto un desarrollo importante
sobre los mecanismos de la inmunidad innata. Han habido grandes avances en
investigaciones sobre la interaccion: retrovirus - inmunidad innata del huésped.
Esto ha permitido evolucionar en el conocimiento sobre distintos factores de
restriccion del huésped. Estos factores, actdan en distintos niveles del ciclo de
replicacion del virus, determinando su inhibiciobn. Conocer sus vias de
sefalizacion, asi como sus mecanismos de accion, permitira detectar blancos
moleculares sobre los cuales ejercer una accién terapéutica. Esto tendria una
gran implicancia a nivel biomédico para tratar enfermedades con gran impacto
en la salud, como el que produce la infecciéon por VIH.

Mas alla de los avances, contindan sin comprenderse diferentes aspectos de la
interaccion retrovirus - inmunidad innata. Resulta interesante como algunos
organismos tanto humanos como animales han logrado detener la infeccidon
frente a determinados retrovirus. Creemos que la investigacion de los procesos
moleculares que explican esa detencién en ciertos organismos, podria ser la
base para elaborar una respuesta terapéutica para evitar dichas infecciones.
Especificamente seria interesante estudiar si existen mutaciones especificas
de los factores moleculares referidos en esta revision en dichos organismos
“controladores”. A su vez, determinar si dichas mutaciones explicarian este

control.
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9. ANEXOS
Familia Subfamilia Género Ejemplos
Alpharetrovirus | Virus de sarcoma vy
leucemia de aves (AVL)
Betaretrovirus | Virus de tumor mamario en
raton (MMTV)
Gammaretrovir | Virus  relacionado con
us leucemia de ratébn (Mo-
MLV)
Retroviridae | Orthoretrovirida Virus linfotropico humano
e Deltaretrovirus | de células T (HTLV-1,
HTLV-2)
Virus linfotropico bovino
(BLV)
Virus de la
Lentivirus inmunodeficiencia humana
(HIV-1, HIV-2)
Virus de la
inmunodeficiencia  Simia
(SIv)
Epsilonretroviru | Wally dermal sarcoma virus
S
Spumaretrovirin | Spumavirus Espumavirus Humano
ae (HEV)

Tabla 1: Clasificacion taxondémica (Cordeiro et al 2008)
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Figura 1: Estructura morfolégica de los retrovirus. Figura extraida de (Coffin,
1992)
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Figura 2: Ciclo de vida de los retrovirus. Se indican los pasos mas importantes
en la replicacion de un retrovirus tipico, incluyendo aquellos en la fase
temprana del ciclo, desde la infeccién viral (arriba a la izquierda) hasta la
formacién de provirus integrados, y aquellos en la fase tardia del ciclo,
extendiéndose desde el provirus, a la formacién de virus maduros (derecha).

Figura extraida de (Knipe et al 2013)
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Inmunidad innata: Receptores;

Figura 3: Vias de sefalizacion de RLR (A) y TLR (B).

(A) Vias de reconocimiento de virus por RIG-I y MDA-5. En una célula infectada
por virus, estructuras RNA que se encuentran Unicamente en virus son
reconocidas por RIG-1 y MDA-5. RIG-I detecta ssRNA que contiene 5' trifosfato,
mientras que MDA-5 reconoce un largo tramo de dsRNA. La unidon de RNA con
RLRs induce cambios conformacionales, permitiendo su unién con MAVS,
proteina adaptadora expresada en la superficie de mitocondrias y peroxisomas.
MAVS activa sefiales que activan NF-kB, MAP kinasas, e IRF3, conduciendo a

la expresion de genes como IFN-B y citoquinas. Los IFNs de tipo | aumentan
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los niveles de RLRs en células, permitiendo una importante sefalizacion luego
de la infeccidn.

(B) Reconocimiento de virus y sefializacion por TLR endosomales. Los virus o
las células infectadas por virus son endocitadas, y partes distintivas del virus
guedan accesibles para los TLRs, luego de la digestién de las membranas y la
nucleocapside. TLR3 reconoce dsDNA, TLR7 y TLR8 reconocen ssRNA, asi
como TLR9 reconoce DNA. Ademas, la autofagocitosis entrega ligandos de
TLR7 (intermediario citosoélico de la replicacion viral) mediante la fusién con los
endosomas que contienen TLR7. Al ser activados los TLRs, en los endosomas
reclutan proteinas adaptadoras y se induce una cascada de sefalizacion para
activar diversos factores de transcripcion. IRF3 en combinacion con NF-kB, c-
Jun, y ATF se unen al promotor e inducen la expresion de IFN-B. EL
homodimero IRF7 se une a las regiones promotoras de los genes de IFN-a e
induce la expresion de IFN-a. Ademas NF-kB activa la transcripcion de un gran
namero de genes, incluyendo citoquinas.

Figura extraida de (Knipe et al 2013)

38



Inmunidad innata frente a retrovirus Metodologia cientifica IT

Increased slze

of ANTP pool Unkown

Increased level of s ? phosphatase

Cyelin A2/ cdkl v » J—
Q 0 ®) " i
IFNa OO @ ~

N =)
Decreased level of
edkl

O Dephosphorylated

Dm:;::: :«;ﬁ of  Active SAMHD1
Figura 4: Regulacion del SAMHD1 en el ciclo celular. La expresion de
SAMHD1 es modulada por el ciclo celular. SAMHD1 es altamente expresada
durante la fase Go, pero minimamente expresado durante la replicacion (fase
S). Su estado de activacion depende de la fosforilacion por ciclina A2 y CDK1,
Fosforilacion T592 indica inactivacion. La ciclina A2 es altamente expresada
durante la fase S, donde los niveles de dNTP son altos. Al introducir IFN-a da
lugar a la desfosforilacion de SAMHD1, mediado por la induccién de p21 Wa/cirt
gue disminuye los niveles de CDK1.

Figura extraida de: (Sze et al, 2010)
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Figura 5: Interaccion Vpx-SAMHD1. La infeccidén con células del huésped con
virus Vpx+ resulta en la degradacion de SAMHDL1 e infeccion productiva. Vpx
interactia con cullin-4-based E3 ubiquitin ligasa CRL4/DCAF1 y sujeta al
SAMHD1 al complejo Cull4/CRL4/DCAF1, dando lugar a la degradacion
proteosomal de SAMHD1. Con la degradacion del SAMHD1, la transcripcion
retroviral reversa es completada y el ADN proviral puede integrarse al genoma.
Figura extraida de (Sze et al, 2010).
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Figura 6: Mecanismos de accion de APOBEC3 (A3) y Vif en el ciclo de vida del
HIV-1. En la parte superior se muestra una célula productora de virus en la
ausencia (izquierda), o en la presencia (derecha) de una proteina funcional Vif.
En la presencia de Vif, A3 es marcada para la destruccion proteasomal (1). Vif
puede también bloquear la traduccion del mRNA A3 (2) y prevenir el
empaquetamiento de A3 al virion de una forma independiente de la
degradacion. En ausencia de Vif, las moléculas de A3 son empaquetadas en
particulas virales recientemente formadas. Luego de una nueva infeccion (en la
parte inferior) A3 ejerce su accion antiviral de diferentes maneras. A3 puede
interferir en la transcripcidon reversa de una forma independiente de
deaminacién (1). También puede interferir con la integracion proviral a través de
la formacion de terminacidones anormales de ADN (2). En el proceso de
hipermutacion A3 deamina residuos dC en la cadena negativa del DNA viral
complementario, originando dU, que sirve como planilla para la incorporacion
de dA en la cadena positiva. Si son capaces de integrarse, los provirus

hipermutados son defectuosos (3). Como alternativa, el DNA viral que contiene
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multiples dU puede ser también degradado antes de su integracion (4). Figura
extraida de (Viera & Soares, 2013)
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Oligomerization (Capsid interacting)

Figura 7: llustracion esquematica de la proteina humana TRIM5a. Los
nameros indican la posicion de los aminoacidos. EI motivo RING finger (R), B-
box (B), coiled-coil (CC), dos conectores (L1, L2), y el dominio SPRY estan
indicados. Cuatro regiones variables en SPRY, el residuo critico (R121) en el
dominio B que determina oligomerizacion, y el residuo critico (R332) en la
region V1 que determina la unién especifica de Gag también se indican en la

figura. Figura extraida de (Zheng et al, 2012).
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Figura 8: Configuracion del modelo de tetherin humano. (A) llustracion
esquematica de tetherin y Vpu. Los numeros indican las posiciones de los
aminoéacidos. Los residuos criticos de cada proteina estdn indicados. (B)
Estructura de tetherin. Tetherin estd compuesto por una corta cola
citoplasmatica amino-terminal (CT), seguido por un dominio a-helicoidal
transmembranario (TM) y un dominio extracelular coiled-coil (EC) que es
adherido a la membrana plasméatica por un ancla citoplasmatica
glicofosfatidilnositol (GPI) carboxi-terminal. EI dominio EC contiene sitios N-
glicosilados y residuos de cisteina involucrados en la formacién de puentes
disulfuro. (C-F) Modelos de configuracion de Tetherin. (C) Modelo de
interaccion de EC. Los mondmeros individuales de Tetherin son anclados a
ambas terminaciones de la misma membrana, con interaccion entre los ECs del
monomero que se enlaza a la célula y del que se enlaza al virion. (D) Los
monomeros son anclados en ambas membranas con orientacién opuesta. (E)
Los monomeros pueden ser anclados en ambas membranas con la misma
orientacion (F) Vpu del HIV-1 y tetherin interactian a través de sus dominios
TM. Los aminoacidos clave involucrados en la interaccién son representados
en las hélices TM. La interaccién de CT del Vpu con la ubiquitin ligasa E3 (Ub)
mediante la subunidad BTrCP es requerido para la regulacion en menos de
tetherin inducido por Vpu. Figura extraida de (Zheng et al 2012)
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Figura 9: Reconocimiento de la inmunidad innata del HIV-1 por las células
dendriticas y macrofagos. La envoltura de HIV-1 se une a CD4 y CCR5
expresados en las células dendriticas y macrofagos y permite la fusion viral. (A)
El entramado de la capside en el citosol es amarrado por las proteinas de
fusion TRIM5a y TRIM-CypA mediante los dominios PRYSPRY o CypA
respectivamente. Esto activa la funcion E3 ubiquitin ligasa de TRIM5aq, para
catalizar la sintesis de cadenas ubiquitin libres que activan el complejo TAK1
kinasa dando lugar a la activacion de AP-1 y NF-kB. La capside de HIV-1 es
débilmente reconocida por el TRIM5a humano. (B) SAMHD1 bloquea la
transcripcion reversa en la terminacion marcada de la hebra no codificante del
ADN, ya que limita la habilidad de los dNTPs libres necesarios para la sintesis
de cDNA. Sin embargo, esto es contrarrestado por Vpx que induce la
degradacion de SAMHD1. (C) Los productos de DNA generados defectuosos

por la transcriptasa reversa son reconocidos por un sensor citosélico de DNA.
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Sin embargo, la acumulacion de esos intermediarios de DNA son blogueados
por TREX1, que degrada este producto mediante su actividad 3' 5
exonucleasa. (D) Al introducir Vpx las células dendriticas productivamente
infectadas, estimulan la produccién de IFN tipo | y son activadas para la
estimulacion de células T, a través del reconocimiento de proteinas virales de la
capside recientemente sintetizadas mediante CypA. STING e IRF3 se
requieren para inducir la cascada de IFNs ya sea por el camino de CypA o por
el sensor de DNA. Figura extraida de (lwasaki, 2012).
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Figura 10: Mecanismo antiviral inducido por INF de tipo I. Los IFNs de tipo |
inducen méas de 300 genes, muchos de los cuales corresponden a efectores
antivirales. Cuando una célula estimulada por IFN encuentra un virus, el dsSRNA
viral activa OAS y PKR. OAS produce “2'5' oligoadenylate” de ATP, que activa
una ribonucleasa latente RNaseL. RNaseL puede clivar mRNA viral (asi como
MRNA del huésped). PKR activado por dsRNA inhibe la traduccion, afectando
la sintesis de proteina viral. Los productos del gen Mx atrapan el RNP viral en
el citosol y previene su entrada al nucleo. ISG15 modifican las proteinas
sintetizadas nuevas (la mayoria son proteinas virales) mediante la formacién
del complejo con HERCS5. “Viperin impairs viral budding by disrupting lipid
rafts.” Tetherin inhibe la liberacion de particulas virales.

Figura extraida de (Knipe et al 2013)
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Figura 11: Mecanismos de induccion de genes mediante la estimulacion del
INF I. IFNAR, receptor IFN-a; IRF, factor regulador de interferon; ISGF, Factor
estimulador del gen de IFN; ISRE, elemento estimulado por la respuesta de
interferon; TYK, tirosin kinasa; JAK, Janus kinasa; STAT, Sefial de transduccién
y activacion de transcripcion.

Figura extraida de (Esperanza Gémez L. et al. 2009).
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Figura 12: Activacion e inhibicion de las células Natural killer. El
reconocimiento de células infectadas por células NK, depende de receptores
activadores y receptores inhibidores. Las células NK contienen granulos
citosolicos liticos que median la apoptosis de las células marcadas. (A) Cuando
una célula NK reconoce una célula sana, la lisis mediada por NK de la célula se
previene por los receptores inhibidores mediante los niveles anormales de
moléculas de MHC clase | en la célula. (B) Cuando una célula NK interactia
con células infectadas por virus que han reducido los niveles de moléculas de
MHC de clase | en la superficie celular, la célula NK induce la apoptosis en la
célula. (C) Cuando una célula NK células estresadas infectadas por virus que
expresan altos niveles de ligandos estimuladores, las sefiales inhibidores
provenientes de los receptores inhibidores son superadas por las sefales
activadoras, conduciendo a la lisis de la célula.

Figura extraida de (Knipe et al 2013)
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