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1.1. EPIDEMIA DEL VIH/SIDA

Desde el descubrimiento, hace más de 25 años, del Virus de la 

Inmunodeficiencia Humana (VIH) como el agente etiológico causante del Síndrome de 

Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), éste ha representado uno de los problemas de 

salud pública más significativos de todos los tiempos. El VIH fue identificado por 

primera vez por el grupo del Dr. Luc Montagnier y Françoise Barré-Sinoussi del 

Instituto Pasteur de París, en Francia (Barre-Sinoussi et al., 1983), quienes recibieron 

por ello el premio Nobel de Medicina en el año 2008. Al mismo tiempo, el equipo del 

Dr. Robert Gallo determinó la existencia de cepas virales T linfotrópicas, consiguiendo 

la replicación viral in vitro (Gallo et al., 1983). 

El virus VIH originalmente se denominó virus asociado a linfadenopatía (LAV: 

“lymphadenopathy-associated virus”) (Barre-Sinoussi et al., 1983), y de forma 

incorrecta virus linfotrópico de células T humanas de tipo III (HTLV-III: “human T-

lymphotropic virus type III”) (Gallo et al., 1983). El nombre fue definitivamente 

sustituido por el de VIH (Coffin et al., 1986), y la confirmación del VIH como el agente 

etiológico causante del SIDA tuvo lugar en el año 2000 en Durban (Sudáfrica), en una 

reunión científica mundial sobre SIDA (The Durban Declaration, 2000). 

Con una estimación de individuos infectados por el VIH cercana a los 34 (30,9-

36,9) millones de personas en 2010 (UNAIDS, “United Nations Programme on 

HIV/AIDS”, 2010), en comparación a los 33 millones en el año 2009 (UNAIDS, 2009) 

(Figura 1), la búsqueda de un tratamiento efectivo contra la infección por el VIH 

constituye uno de los objetivos más urgentes de la salud pública mundial. 

Figura 1: Prevalencia de individuos con SIDA en 2009 (UNAIDS 2009) 
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1.2. ESTRUCTURA Y ORGANIZACIÓN GENÓMICA DEL

VIRUS VIH-1. 

El VIH es un Retrovirus (de la familia Retroviridae) perteneciente al género 

Lentivirus. La principal propiedad de los Lentivirus consiste en su capacidad de infectar 

células que no están en división causando efectos citopáticos en ellas. Se han 

identificado dos tipos de VIH, el de tipo 1 (VIH-1) y el de tipo 2 (VIH-2). El VIH-2 se 

encuentra más relacionado con el Virus de la Inmunodeficiencia en Simios (VIS) que 

con el VIH-1, con quien comparte sólo un 40% de homología (Chakrabarti et al., 1987). 

El tipo viral VIH-1 es muy diverso genéticamente, encontrándose dividido en 

tres grupos principales, el M (principal, “main”), el N (nueva, “new”) y el O (periféricos, 

“outer”). Los virus de VIH-1 del grupo M son los que se encuentran más ampliamente 

distribuidos y son los causantes del 99% de las infecciones por VIH-1 a nivel global. 

Los grupos difieren entre sí un 30% en la secuencia, mientras que los subtipos varían 

alrededor de un 15-20%. El grupo M se encuentra dividido en 9 diferentes subtipos (A-

K), de los cuales el subtipo B es el dominante en Europa, América y Australia, el 

subtipo C es el dominante en Sudáfrica, China e India, y son los responsables de la 

mayoría de las infecciones por el VIH-1 a nivel mundial (McCutchan, 2000), y los 

subtipos A y D son comunes en Asia Central y del Este. Está clasificación se realiza 

actualmente en base a la totalidad de la secuencia de nucleótidos del virus (Robertson 

et al., 2000). Sin embargo, resulta complicado clasificar cada virus dentro de un 

subtipo específico, debido a las formas recombinantes generadas entre cepas virales 

de VIH de diferentes grupos y subtipos. Las recombinaciones tienen lugar con mayor 

frecuencia durante la fase aguda de la infección, y pueden ocurrir a partir de co-

infecciones o superinfección de células diana con dos o más virus antes del 

establecimiento de una infección crónica (Smith et al., 2005). 

La partícula viral madura del VIH-1 tiene un diámetro aproximado de 100 nm y 

se encuentra rodeado de una bicapa lipídica procedente de la célula hospedorada que 

ha infectado. El genoma viral encapsidado del VIH-1 está compuesto de dos copias 

homólogas pero no idénticas de ácido ribonucleico (ARN) monocatenario con 

polaridad positiva de unas 9 Kilobases, y que codifica para una serie de proteínas 

reguladoras, accesorias, estructurales y enzimáticas (Figura 2). Las proteínas 

accesorias determinan la extensión de sus características patogénicas y replicativas, 

que a su vez varían entre grupos y subtipos.  
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Figura 2: A la izquierda se muestran los genes del VIH-1, su procesamiento y las proteínas 
codificadas, y a la derecha se muestra la organización estructural y genómica del VIH-1. 

1.2.1. Genes estructurales y enzimáticos 

A este grupo pertenecen los genes estructurales comunes a todos los retrovirus 

como son: gag (“group-specific antigen”, antígeno específico de grupo), pol 

(polimerasa) y env (envuelta). Estos genes codifican para distintas poliproteínas que, 

tras su procesamiento proteolítico, dan lugar a las proteínas individuales maduras con 

funciones específicas morfológicas y funcionales durante el ciclo de vida viral. 

La poliproteína Gag (Pr55Gag) está formada por la proteína MA (matriz, p17), la 

CA (cápside, p24), la NC (nucleocápside, p7), p6 y los péptidos espaciadores sp1 y 

sp2, que junto con las dos proteínas de la envuelta del virus, gp120 (la subunidad 

superficial, SU) y gp41 (la subunidad transmembrana, TM), conforman las proteínas 

estructurales. 

La MA se encuentra localizada justo debajo de la bicapa lipídica viral 

estabilizándola. En el interior se encuentra la CA que presenta una morfología cónica-

truncada (Figura 2), y protege al complejo de ribonucleoproteínas (formado por el 

ARN viral y otras proteínas accesorias) estabilizado a su vez por la NC. Por último, p6 

participa en el empaquetamiento y liberación de las nuevas partículas de VIH-1 de la 

célula infectada (Freed, 1998; Turner and Summers, 1999).  

El gen env codifica para las proteínas de la envuelta viral (gp120 y gp41), y es 

el gen más variable de todo el genoma del VIH-1. Posee un 35% de diversidad entre 

distintos subtipos, 20% de diversidad dentro de un mismo subtipo y hasta un 10% de 

diversidad de secuencia en un mismo individuo infectado (Shankarappa et al., 1999). 

Las proteínas de la envuelta, gp120 y gp41 se encuentran ancladas en la bicapa 

lipídica viral, unidas entre sí de manera no covalente formando trímeros, siendo de 
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gran importancia en los primeros estadios de anclaje e infección eficaz de la célula 

diana. La proteína gp120 del virus determina la especificidad del tipo celular a infectar 

por unión específica a receptores presentes en la superficie de la célula diana, 

mientras que la subunidad transmembrana gp41 es la responsable de la fusión entre 

las membranas viral y celular (Wyatt and Sodroski, 1998). 

Las tres proteínas con actividad enzimática del gen pol, la proteasa (PR), la 

retro-transcriptasa (RT) y la integrasa (IN), son esenciales para completar el ciclo de 

vida del VIH-1 y se encuentran incorporadas en el interior viral. La PR es la encargada 

del procesamiento proteolítico de las poliproteínas del VIH para dar lugar a las 

subunidades maduras funcionales. El ARN viral del VIH es retrotranscrito a ácido 

desoxirribonucleico (ADN) de doble cadena mediante la acción de la RT, y es 

integrado en el genoma de la célula hospedadora mediante la acción de la IN (Freed, 

1998; Turner and Summers, 1999). 

1.2.2. Genes reguladores 

Los genes reguladores del VIH son tat (“trans-activator of transcription”,  

transactivador de la transcripción) y rev (“regulator of virion expression”, regulador de 

la expresión génica viral). Estos genes son los primeros que se expresan tras la 

infección e integración del genoma viral en el hospedador. El gen tat codifica para una 

proteína de localización nuclear que se une a las regiones LTR (“long-term repeat”, 

repeticiones largas terminales) del ADN proviral integrado, potenciando la iniciación y 

la elongación de la transcripción de los genes del VIH-1 (Ruben et al., 1989). El 

producto del gen rev participa en el transporte específico de distintos grupos de ARN 

mensajeros (ARNm) virales, sin procesar o procesados parcialmente, desde el núcleo 

al citoplasma celular, para ser posteriormente traducidos en las proteínas virales, o ser 

integrado en la nueva partícula viral (Freed, 1998; Turner and Summers, 1999). 

1.2.3. Genes accesorios 

Los genes accesorios del VIH son nef (“negative factor”, factor negativo), vif 

(“viral infectivity factor”, factor de infectividad viral), vpu (“viral protein U”, proteína viral 

U) y vpr (“viral protein R”, proteína viral R). Todas ellas son empaquetadas dentro de

las partículas virales nacientes. 

http://en.wikipedia.org/wiki/Virion�
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El producto del gen nef se expresa de manera abundante en los primeros 

estadios de infección, y es un elemento clave en la progresión de la infección por el 

VIH-1 hacia la fase SIDA, facilitando la replicación viral y potenciando la infectividad de 

las partículas virales, al incrementar la incorporación de proteínas de la envuelta 

(Chowers et al., 1994; Miller et al., 1995; Spina et al., 1994). Además, Nef tiene otras 

funciones que permiten la progresión del ciclo de vida viral, como la disminución de la 

expresión en la superficie celular de los receptores para el virus VIH-1, CD4, CXCR4 y 

CCR5, del receptor de transferrina (TfR) y del complejo principal de 

histocompatibilidad (MHC, “major histocompatibility complex class”) de tipo I y II, 

también denominado HLA (“human leukocite antigen”). Estas funciones permiten al 

virus evitar el reconocimiento y destrucción de la célula infectada por el sistema 

inmunológico, evitar la superinfección celular y dificultar la sinapsis inmunológica 

(Geleziunas et al., 1994; Thoulouze et al., 2006). 

El producto del gen vif es importante para mantener la infectividad de las 

partículas virales libres del VIH-1 actuando sobre el factor de restricción intracelular 

APOBEC3G (“apoplipoprotein B mRNA-editing, enzyme-catalytic, polypeptide-like 

3G”), con actividad citidina desaminasa, evitando la expresión de su ARNm (Mercenne 

et al., 2010; Stopak et al., 2003) o degradando la proteína vía proteasoma (Conticello 

et al., 2003; Stopak et al., 2003). APOBEC3G es capaz de incorporarse en la partícula 

viral, por unión directa al ARN genómico viral, e inhibir la infección por partículas 

virales de VIH-1 defectivas en Vif, mediante la generación de hipermutaciones 

invalidantes C-U/T en el genoma proviral (proceso de “editing” genómico) durante el 

siguiente ciclo viral (revisado en (Chiu and Greene, 2009)). Sin embargo, 

recientemente, se ha descrito que APOBEC3G también puede generar 

hipermutaciones en el genoma viral, no invalidantes, sino que confieren, por el 

contrario, resistencia del virus a ciertos fármacos antirretrovirales, como al análogo 

nucleosídico lamivudina (3TC) ((Kim et al., 2010). 

El producto del gen vpr participa en la formación del complejo de pre-

integración (PIC, “pre-integration complex”) del virus y en su transporte hacia el interior 

del núcleo (Freed, 1998; Turner and Summers, 1999). La unión de la proteína Vpr a la 

proteína p6 del precursor Pr55Gag permite su incorporación en las nuevas partículas 

virales, y con ello la infección de células que no están en división, como los 

macrófagos (Connor et al., 1995; Paxton et al., 1993). En este sentido, se ha descrito 

recientemente que vpx, el gen auxiliar homólogo a vpr que se encuentra 

exclusivamente en el virus VIH-2 y en algunos VIS, regula positivamente el contenido 

intracelular de deoxinucleótidos (dNTP) en monocitos/macrófagos y células dendríticas 

http://en.wikipedia.org/wiki/Major_histocompatibility_complex�
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permitiendo un estado metabólico favorable para la replicación viral, tras la 

degradación selectiva vía proteasoma, por formación de un complejo ubiquitín ligasa 

Cul4A-DDB1-DCAF1, de la enzima trifosfatohidrolasa de dNTP SAMHD1 (“SAM 

domain and HD domain-containing protein 1”) (Goldstone et al., 2011; Powell et al., 

2011). Asimismo, la presencia de Vpr en estas células, permite detener el ciclo celular 

en la fase G2, lo que favorece la expresión de las proteínas virales. Por otro lado, Vpr 

parece ser secretado por las células infectadas e inducir apoptosis en células no 

infectadas, principalmente, a través de la permeabilización de la membrana 

mitocondrial y pérdida del potencial de membrana, actuando sobre un complejo 

dinámico poliproteico de poro (PTPC, “permeability transition pore complex”) (Deniaud 

et al., 2004; Moon and Yang, 2006). Además, Vpr es responsable de la formación de 

canales iónicos que dan lugar a despolarización de la membrana plasmática y muerte 

celular en neuronas (Piller et al., 1999). 

El producto del gen vpu codifica para una proteína integral de membrana que 

tiene la función de inducir la degradación del principal receptor para el virus VIH-1, el 

antígeno de superficie CD4, a través de la interacción de Vpu con CD4 a nivel del 

retículo endoplasmático (RE) y de manera dependiente del proteasoma (Magadan et 

al., 2010; Willey et al., 1992). Además, la proteína de la envuelta viral gp160 también 

es capaz de retener a CD4 en el RE, formando agregados. Ambos mecanismos, evitan 

el transporte de CD4 a la superficie celular, favoreciendo la infectividad de las 

partículas virales salientes, además de evitar la superinfección celular (revisado en 

(Nethe et al., 2005)). 

1.3. INTERACCIÓN VIRUS-CÉLULA

El VIH-1 tiene como diana células del sistema inmunitario que expresan en su 

superficie celular el antígeno CD4, como linfocitos T CD4+ (en reposo, activados y de 

memoria), monocitos, macrófagos y células dendríticas (DCs, “dendritic cells”), que 

expresan además alguno de los correceptores para el virus, principalmente CXCR4 y/o 

CCR5. La infección por el VIH-1 va a generar en el organismo hospedador una 

respuesta inmune, compuesta por la inmunidad innata y la inmunidad adaptativa. Esta 

respuesta (ver apartado 1.3.3) que limita en principio la replicación viral, a largo plazo 

no consigue evitar el establecimiento de reservorios de latencia viral ni la erradicación 

del virus del organismo (Wen et al., 2005). 
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1.3.1. Ciclo de vida del VIH 

El ciclo de vida del VIH-1 (Figura 3), comienza con la unión inespecífica a 

componentes de la superficie de la célula diana, con la posterior unión específica del 

virus a los receptores CD4 y CXCR4 o CCR5. Esta unión permite los posteriores 

eventos de fusión, entrada e infección viral. A continuación, tiene lugar la entrada y 

desestructuración de la CA viral, con la liberación del material genético y de las 

proteínas accesorias al citoplasma de la célula diana. El ARN es retrotranscrito por la 

RT viral a ADN de doble cadena que es transportado al núcleo por el PIC (Arhel et al., 

2007), e integrado en el genoma del hospedador por la IN viral. Por último, tiene lugar 

la transcripción y traducción del genoma viral dando lugar a las proteínas que van a 

constituir la nueva progenie del VIH-1. Estas proteínas junto con las hebras de ARN 

genómico viral, sin traducir ni procesar, se ensamblan en la membrana plasmática. El 

proceso termina con el empaquetamiento, liberación y maduración de las nuevas 

partículas virales (revisión en (Freed, 1998; Turner and Summers, 1999) (Figura 3). 

Figura 3: Representación esquemática del ciclo de vida completo del VIH-1.  

1.3.1.1. Glicoproteínas de la envuelta del virus: gp120 y gp41. 

La síntesis del precursor del complejo glicoproteíco de la envuelta, la 

glicoproteína gp160, ocurre en el RE, y su procesamiento tiene lugar en los 

compartimentos cis y medios del aparato de Golgi. El procesamiento proteolítico de 

gp160 que da lugar a las proteínas maduras, ocurre por corte preferencial en una 
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secuencia localizada en la región C-terminal de la glicoproteína (Arg508-Gln-Lys-Arg511). 

Cabe resaltar que el corte proteolítico de gp160 por una proteasa celular 

(endoproteasa furina o del tipo de la furina) es altamente dependiente de su 

conformación (mediada por puentes disulfuro) y oligomerización (mediada por 

formación de dímeros e incluso tetrámero a nivel del RE), que son importantes para el 

transporte de gp160 al lugar de proteolisis en el Golgi (Bour et al., 1995). Por último, 

en el aparato de Golgi (en la región trans) tiene lugar la adición de cadenas 

oligosacarídicas. La proteína gp120 presenta una mezcla de cadenas complejas 

oligosacarídicas (principalmente glucosa y ácido siálico, y oligomanosídicas)), 

representando aproximadamente el 50% del peso molecular de la proteína (Bour et al., 

1995). Sin embargo, no parecen tener funciones importantes sobre la interacción de 

gp120 con CD4, ni con el correceptor viral (revisado en (Poignard et al., 2001)).  

Tras el procesamiento proteolítico en el Golgi, las proteínas maduras gp120 y 

gp41 son transportadas hacia la superficie celular, donde forman una estructura 

compleja de tipo estaca, constituida por complejos triméricos de gp120 y gp41 unidos 

no covalentemente. Esta estructura se encuentra estabilizada por puentes disulfuro 

entre residuos Cys conservados (revisado en (Poignard et al., 2001)).  

Gp120 presenta 5 regiones con secuencias variables de aminoácidos (aa) (V1-

V5) entre las que se encuentran intercaladas otras tantas secuencias constantes de aa 

(C1-C5) (Figura 4 y 5). 

 

Figura 4: Secuencias variables y constantes en gp120, junto con los dominios de gp41. 
Además, se muestra el lugar de procesamiento post-traduccional por la endoproteasa furina. 

 

El dominio de unión a CD4 en la proteína viral gp120 está constituido por un 

bolsillo conformacional, siendo su región constante C4 (Figura 5), y particularmente, el 

bolsillo hidrofóbico formado por el Trp427 rodeado de los aa Asp y Glu, cargados 

negativamente, los que participan en la interacción directa con los residuos hidrofílicos 

de la región CDR2 (del dominio D1) de CD4 (Bour et al., 1995). 

Por otro lado, el principal determinante de la especificidad del VIH-1 por un 

determinado correceptor se encuentra en el tercer dominio variable (V3) de gp120 
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(Dragic, 2001), y en menor extensión en las regiones variables V1/V2, que también 

participan en el contacto directo con el correceptor durante el proceso de entrada viral 

(Bieniasz and Cullen, 1998). (Figura 5).  

 

Figura 5: Estructura de la proteína de la envuelta gp120 con la disposición de los 5 dominios 
variables, entre los cuales se encuentran intercalados los 5 dominios constantes. 

 

Por otro lado, la superficie más larga de unión al correceptor se encuentra en 

otra región altamente conservada de gp120 denominada “bridging sheet”, que se 

encuentra entre los dominios variables V3 y V1/V2 (Rizzuto et al., 1998). Esta región 

presenta una estructura de cuatro láminas  antiparalelas que conectan los dos 

principales dominios de gp120, el interior y el exterior. En la superficie de esta región 

están los determinantes comunes para la unión al correceptor, mientras que la 

estructura y carga del dominio V3 y de los dominios V1/V2 dictan la especificidad por 

un determinado correceptor, CCR5 o CXCR4 (Lusso, 2006).  

Desde el punto de vista del tropismo viral, existen tres variantes virales del VIH-

1: las cepas R5 trópicas que utilizan CCR5 como correceptor, las cepas X4 trópicas 

que utilizan CXCR4 y las cepas virales dual trópicas que utilizan indistintamente CCR5 

o CXCR4 como correceptor (Moore et al., 1997). En cuanto a la carga del dominio V3, 

las envueltas X4 trópicas presentan una carga más positiva en comparación con las 

envueltas R5 trópicas. Esta característica está relacionada directamente con su unión 

a la superficie extracelular del correceptor adecuado, que presenta una carga más 

negativa en CXCR4 que en CCR5 (Berson and Doms, 1998). Por último, dado que el 

bloqueo de la región variable V3 inhibe la unión a CD4 y a los correceptores del VIH 
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(Valenzuela et al., 1997), inhibiendo así la infección, a esta región de la proteína gp120 

se le ha denominado, dominio principal de neutralización. 

Por último, estudios centrados en la estructura y función del bucle V3, como 

determinante del tropismo viral, han llevado a determinar qué mutaciones puntuales 

(generalmente una o dos) en la proteína de la envuelta viral puede provocar un cambio 

en la utilización del correceptor (Berson and Doms, 1998). A pesar de la cristalización 

de gp120 en su conformación unida a CD4 (Huang et al., 2005), aún quedan por 

resolver los determinantes estructurales de gp120 importantes para la unión al co-

receptor.  

La glicoproteína gp41 está compuesta por siete dominios: el péptido de fusión 

N-terminal, la hepta repetición 1 (HR1), un bucle disulfuro, la hepta repetición 2 (HR2), 

una región con un ectodominio proximal de membrana (MPER), el dominio 

transmembrana y el dominio citoplasmático (Figura 4). El ectodominio N-terminal 

altamente hidrofóbico de gp41, que contiene el conocido péptido de fusión, forma junto 

a los motivos HR1 y HR2 (también conocidos como hélice-N y hélice-C) una estructura 

trimérica, determinante de la reacción de fusión entre las membranas celular y viral 

(Turner and Summers, 1999). El mecanismo completo de la fusión será descrito en el 

apartado 1.3.1.3. 

1.3.1.2. Receptores para el VIH-1 y tropismo viral: CD4 y receptores 

de quimiocinas (CXCR4/CCR5). 

CD4 es una glicoproteína integral de membrana, de 55-58 kDa, con funciones 

en la diferenciación de timocitos y en la activación de células T periféricas. La proteína 

madura contiene 433 aa, con un ectodominio de 371 aa unidos al dominio 

transmembrana de 24 aa hidrofóbicos y 38 aa básicos en el dominio citoplasmático 

(Figura 6). La región extracelular de CD4 está plegada en 4 dominios (D1-D4). El 

dominio D1 presenta una extensa homología estructural con la región variable de la 

cadena ligera de las inmunoglobulinas (Ig). Los otros tres dominios, aunque con menor 

homología en su estructura primaria, el patrón de plegamiento es similar, lo que hace 

que CD4 se clasifique dentro de la superfamilia de las inmunoglobulinas. El dominio 

D1 de CD4 es el responsable de la unión de la envuelta gp120 (Bour et al., 1995). 



Tesis Doctoral                                                                                    Introducción 
_____________________________________________________________________________________ 

______________________________________________________________________ 
 
Barroso-González J.                                                                                          11 

 

Figura 6: Representación esquemática del antígeno CD4 y la quinasa intracelular asociada 
p56Lck. Se muestran los cuatro dominios tipo inmunoglobulina de CD4, los puentes disulfuro y 
los sitios de glicosilación (Bour et al., 1995).  

 

CD4 se expresa en la superficie de los timocitos en desarrollo, linfocitos T 

primarios, activados y de memoria, en monocito/macrófago y células dendríticas (Este 

and Telenti, 2007). CD4 se encuentra asociado al receptor de la célula T (TcR, “T-cell 

receptor”), y a través de su dominio de unión a MHC-II transmite señales de activación 

celular durante la sinapsis inmunológica. La activación de las células T CD4+ por 

contacto entre el complejo TcR/CD3 y CD4 con el complejo MHC-II/antígeno tiene 

lugar gracias a la asociación de CD4 con una proteína tirosín quinasa denominada 

p56Lck. La activación de ésta permite la fosforilación de la cadena  de CD3, que 

permite a su vez la unión de ZAP-70 (“Zeta-chain-associated protein kinase 70”) al 

complejo TcR/CD3, siendo posteriormente fosforilada también por p56Lck. ZAP-70 

activada fosforilada va a activar a su vez a otros efectores como LAT (“linker of 

activated T cells”), una proteína transmembrana que permite la activación de otras 

proteínas, principalmente a la quinasa PI3K (“phosphatidilinositol-3-kinase”) y a la 

fosfolipasa C (PLC, “phospholipase C”). El producto final de esta activación consiste 

en la producción, a partir de factores de transcripción como NF-B, NF-AT y AP-1, de 

citocinas como interleucina-2 (IL-2) que promueven la proliferación y diferenciación de 

los linfocitos activados de manera específica de antígeno (Bour et al., 1995). CD4 
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también puede actuar como una molécula de adhesión, reforzando la interacción entre 

las células presentadoras de antígenos y las células T durante la sinapsis inmune. La 

unión entre CD4 y MHC-II favorecería la sinapsis inmune en aquellos casos en los que 

existe una interacción de baja afinidad entre el TcR y el complejo antígeno/MHC-II 

presente en la célula presentadora de antígenos (Bowers et al., 1997). En función de 

la afinidad de unión entre estos componentes, se va a producir la diferenciación y 

proliferación de distintas poblaciones de células T. P56Lck es específica de líneas 

celulares del linaje linfoide, y es esencial para activar la ruta de señalización que 

controla la activación y proliferación de los timocitos. Además de su función como 

tirosín quinasa, p56Lck contiene dominios SH2 y SH3 (Figura 6) que le permiten actuar 

como una proteína adaptadora que recluta otros efectores de señalización. Por otro 

lado, p56Lck actúa evitando la endocitosis constitutiva de CD4, que tendría lugar en 

ausencia de ésta (Yoshida et al., 1992), como podría ocurrir en la estirpe monocítica 

desprovista de esta quinasa, y donde la escasa estabilidad de CD4 en la superficie 

celular dificulta su infección por el VIH-1 (Pelchen-Matthews et al., 1991; Pelchen-

Matthews et al., 1995). La activación de p56Lck dependiente de CD4 provoca que este 

complejo se localize en las fracciones insolubles de la célula, la asociada al 

citoesqueleto celular general (Ha-Lee et al., 2000). Además, p56Lck ancla CD4 a las 

microvellosidades (Foti et al., 2002), que son zonas de adsorción viral (Singer et al., 

2001).  

CD4 representa el receptor principal para la infección por el VIH-1 (Dalgleish et 

al., 1984; Klatzmann et al., 1984). Esto determina que la infección esté restringida a la 

población de los linfocitos T (naïve, no proliferativos, activados y de memoria), 

monocitos, macrófagos y células dendríticas, que presentan expresión superficial del 

antígeno CD4. Asimismo, CD4 también es el receptor principal para la entrada del 

VIH-2 y el VIS. Aún así, es importante notar que la presencia de CD4 es un factor 

necesario pero no suficiente para que tenga lugar una entrada productiva del VIH-1, 

por lo que es necesario que las mismas células también presenten en superficie un 

receptor de quimiocinas que actúe como correceptor durante la entrada viral. 

El domino D1 de CD4, con su puente disulfuro, es el implicado en la unión a la 

proteína gp120. Concretamente, parece ser particularmente importante el bolsillo 

hidrofóbico, formado por el plegamiento de cuatro residuos cargados (Lys29, Lys35, 

Lys46 y Arg59) alrededor de un residuo Phe43 hidrofóbico, en el contacto y unión entre 

CD4 y gp120. (Bour et al., 1995). 
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Se ha propuesto, que el VIH-1 puede utilizar receptores alternativos a CD4 con 

el fin de lograr entrar en células que no expresan este receptor en superficie. Este es 

el caso del esfingolípido galactosil-ceramida (Gal-Cer), que parece mediar la infección 

por el VIH-1, con una eficiencia muy baja pero proporcional al nivel de Gal-Cer en la 

superficie celular, en líneas celulares de origen epitelial y neuronal, por unión directa 

con la proteína gp120, en una región diferente a la región implicada en la unión de 

gp120 a CD4 (Fantini et al., 1993; Harouse et al., 1991). 

 

Los receptores de quimiocinas representan un subconjunto especializado de la 

superfamilia de receptores acoplados a proteína G (GPCR). La superfamilia de GPCR 

constituye el grupo más amplio de receptores de superficie celular. Estos receptores 

son activados por citocinas quimioatrayentes, denominadas quimiocinas. Los GPCR 

comparten una serie de características comunes, como un segmento N-terminal 

extracelular, siete segmentos -hélice transmembrana, tres bucles extracelulares 

(ECL, “extracellular loop”), tres bucles intracelulares (ICL, “intracellular loop”) y un 

segmento C-terminal citoplasmático. Presentan además dos residuos conservados de 

Cys, en ECL1 y ECL2, que forman un puente disulfuro importante para el 

mantenimiento de la integridad funcional del receptor y para el acceso de la quimiocina 

al bolsillo generado por la estructura extracelular del receptor (Perlman et al., 1995). 

Asímismo, varios receptores de quimiocinas contienen otro puente disulfuro entre dos 

residuos de Cys localizados en el segmento N-terminal y en ECL3, que parece 

contribuir al mantenimiento de la conformación y estabilidad del receptor (Baggiolini et 

al., 1997). Otra característica común a los GPCR es su capacidad de activar proteínas 

G heterotriméricas, tras la unión de su ligando natural. Esta unión induce alteraciones 

en la orientación de las -hélices transmembrana, seguido por cambios 

conformacionales en los ICL. Cambios que permiten la unión de las proteínas G 

heterotriméricas (G) en su forma unida a GDP. A continuación, el receptor va a 

actuar como un GEF (“guanine exchange factor”, factor de intercambio del nucleótido 

guanina) que va a provocar la disociación del GDP del complejo heterotrimérico G 

permitiendo la asociación de GTP. La unión de GTP va a disociar las subunidades 

GTP-G y G del GPCR, dando lugar diversas funciones efectoras. La hidrólisis del 

GTP de la proteína G finaliza la señalización (ciclo GTPasa) (Hamm, 1998). 

Se han identificado cuatro clases principales de proteínas G: Gi, Gs, Gq y 

G12/13. Cada clase de proteínas G se encuentra asociada a un patrón de 
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señalización característico que va a influir en una respuesta celular diferencial (Figura 

7) (Wu and Yoder, 2009). 

 

Figura 7: Rutas de señalización activadas a partir de subunidades Gi, Gq y G de los 
receptores de quimiocinas CXCR4 y CCR5 (Wu and Yoder, 2009). 

 

En principio, parece que los receptores de quimiocinas se encuentran 

acoplados a proteínas G de las familias Gi y Gq (Arai and Charo, 1996; Wu and 

Yoder, 2009) (Figura 7). La señalización a través de proteína Gi es inhibida por 

toxina pertúsica (PTX), mientras que la señalización a través de proteína Gq, Gs y 

G12/13 no se ve afectada (Simon et al., 1991). Aún así, se ha mostrado que los 

receptores acoplados a proteína G pueden señalizar a través de la interacción con 

otras proteínas celulares, no sólo a través de proteína G (Hall et al., 1999). Los 

receptores de quimiocinas se encuentran agrupados, de manera general, en las clases 

CC, CXC, CX3C y C, en función del tipo de agonista afín a cada clase (Murphy et al., 

2000). Asimismo, es importante resaltar que múltiples GPCR pueden señalizar a 

través de un único tipo de proteína G, y en muchos casos, un único receptor puede 

activar más de un tipo de proteína G (Hamm, 1998). 

CXCR4 y CCR5 forman parte de la familia de receptores de quimiocinas de 

siete dominios transmembrana de unión a proteína G que son, como se ha descrito 

anteriormente, los dos correceptores principales en células primarias para la infección 

por virus VIH-1, tanto de cepas X4 como R5 trópicas, respectivamente (Berger et al., 

1999). Asimismo, se han descrito toda una serie de receptores de siete dominios 
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transmembrana, de la familia de las quimiocinas o no, capaces de ejercer una función 

correceptora para la infección por un número muy limitado de variantes del virus VIH, 

como son los receptores de quimiocinas CCR2b, CCR3, CCR8, CCR9, CCR1, CCR4, 

CX3CR1, CXCR6, CXCR7, STRL33, D6 y RDC1, los receptores huérfanos V28, APJ, 

GPR1 y GPR15, y el receptor de quimiocinas US28 codificado por el citomegalovirus 

(CMV) humano (Berson and Doms, 1998; Dimitrov et al., 1998). 

En general, como se ha indicado anteriormente, se pueden distinguir tres 

variantes virales del VIH-1 en base a su habilidad de utilizar selectivamente CCR5, 

CXCR4 o ambos como correceptores de la entrada viral. Las cepas virales R5 trópicas 

van a utilizar CCR5 como correceptor, las cepas virales X4 trópicas van a utilizar 

CXCR4 y las cepas virales dual trópicas (“dual mixed”) van a utilizar indistintamente 

CCR5 o CXCR4 (Moore et al., 1997). Estas variantes virales además se distinguen en 

función de su prevalencia durante el estadio clínico de la infección. Así, las cepas 

virales dual trópicas son consideradas como los intermediarios en la evolución de una 

cepa viral R5 trópica, predominante en los primeros estadios de infección y 

responsable de la transmisión viral (Doms, 2000; Schuitemaker et al., 1992), a una 

cepa viral X4 trópica, predominante en los últimos estadios de la infección e implicadas 

directamente en la progresión hacia la fase SIDA (Singh and Collman, 2000). Se ha 

encontrado que esta preferencia inicial en el uso de CCR5 como correceptor, cambia 

durante el transcurso de la enfermedad sólo en aproximadamente el 50% de los 

pacientes infectados por el subtipo B del VIH-1 (Schuitemaker et al., 2011). Este 

cambio en el uso del correceptor está asociado con la pérdida masiva de células T 

CD4+, y con ello, una mayor velocidad en la progresión de la enfermedad (Koot et al., 

1993). Aún así, los virus R5 trópicos pueden ser responsables de estos efectos en 

aquellos individuos donde no tiene lugar el cambio de tropismo (Agrawal et al., 2006; 

Quakkelaar et al., 2007). Por último, parece que el cambio de tropismo viral tiene 

lugar, principalmente, debido a la evolución hacia cepas X4 trópicas a partir de cepas 

R5 trópicas, con un intermediario dual trópico, por mutaciones dependientes de la RT 

viral en aa clave dentro de la proteína de la envuelta gp120 (generalmente en la región 

V3, determinante principal de neutralización) (Schuitemaker et al., 2011).  

La importancia de CCR5 en la transmisión del VIH-1 resalta del hecho de que 

individuos que presentan una deleción de 32 pares de bases, en el ORF (“open ready 

frame”) del gen que codifica para CCR5 (CCR532), son altamente resistentes a la 

infección por el VIH-1 (Samson et al., 1996). Aún así, el efecto protector de esta 

mutación no es total y por ello se han detectado, en individuos homocigóticos 32, 

cepas virales X4 trópicas y/o dual trópicas que utilizan CXCR4 (Alkhatib, 2009). Por 
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otro lado, parece que la resistencia a la infección en estos individuos homocigóticos 

32, también depende de una disminución de la expresión superficial de CXCR4 por 

causa de la proteína mutante CCR532 (Agrawal et al., 2004). Por ultimo, 

recientemente se ha informado del éxito del primer transplante de células madre de un 

individuo homocigótico CCR532 hacia un individuo infectado por el VIH-1. El 

seguimiento posterior de este paciente indicó la restauración de su sistema inmune, 

sobre todo de las células T. Aún así, las posibles consecuencias a largo plazo, si es 

que las hay, aún son desconocidas (Alkhatib, 2009). Aunque la ausencia de CCR5 no 

parece tener consecuencias inmunológicas, se ha descrito que estos individuos 

presentan mayor susceptibilidad a sufrir infecciones por el flavivirus “West Nile”, un 

virus encefalítico de origen africano que se transmite en humanos por picaduras de 

mosquitos, y que se encuentra en expansión en los países desarrollados (revisado en 

(Lim et al., 2006)). 

 

El receptor de quimiocinas CCR5 ha sido identificado como el correceptor para 

la entrada de cepas virales R5 trópicas y dual trópicas (R5/X4) del VIH-1 (Alkhatib et 

al., 1996; Choe et al., 1996; Deng et al., 1996; Doranz et al., 1996; Dragic et al., 1996). 

CCR5 es además el receptor para las quimiocinas MIP-1 (“Macrophage inflammatory 

protein 1”, CCL3), MIP-1 (“macrophage inflammatory protein 1”, CCL4), RANTES 

(“Regulated upon Activation, Normal T cell Expressed and presumably Secreted”, 

CCL5), MCP-1 (“monocyte chemotactic protein-1”, CCL2), MCP-2 (“monocyte 

chemotactic protein-2”, CCL8), MCP-3 (“monocyte chemotactic protein-3”, CCL7), 

MCP-4 (“monocyte chemotactic protein-4”, CCL13) y eotaxina (CCL11) (Alkhatib, 

2009).  

CCR5 (Figura 8) se expresa en la superficie de células dendríticas 

(plasmacitoides y de Langerhans), monocitos/macrófagos y en un subconjunto de 

células CD4+ (15-35%) previamente activadas/memoria CD45R0+, CD26 alto CD45RA 

bajo) (Bleul et al., 1997). Diversos estudios utilizando mutantes y quimeras de 

receptores de quimiocinas que permiten o no la infección por el VIH-1, han permitido 

mostrar que el dominio N-terminal extracelular de CCR5 representa la región más 

importante y suficiente para conferir actividad correceptora (con menor eficiencia que 

el receptor entero) a receptores de quimiocinas que no permiten la fusión y entrada 

viral (Alkhatib et al., 1997a; Atchison et al., 1996; Bieniasz et al., 1997; Doranz et al., 

1997a; Doranz et al., 1997b; Dragic et al., 1998; Lu et al., 1997; Picard et al., 1997b; 

Rabut et al., 1998; Rucker et al., 1996). Este dominio N-terminal, es modificado post-



Tesis Doctoral                                                                                    Introducción 
_____________________________________________________________________________________ 

______________________________________________________________________ 
 
Barroso-González J.                                                                                          17 

traduccionalmente mediante la adición de motivos sulfato sobre residuos de Tyr, 

favoreciendo las interacciones electroestáticas entre esta región y la región de aa 

positivos localizada en el“bridging sheet” y en la región V3 de gp120 (Farzan et al., 

1999). En cuanto a los ECL de CCR5, todos pueden contribuir a la actividad 

correceptora como segundo punto de unión, y el requerimiento o contribución de cada 

una de ellas al proceso de fusión, depende de la sensibilidad de unión de la cepa viral 

empleada (Alkhatib et al., 1997b; Atchison et al., 1996; Bieniasz et al., 1997; Doranz et 

al., 1997b; Picard et al., 1997a; Rucker et al., 1996). Así, las cepas virales dual 

trópicas que infectan células CCR5+ son más sensibles a modificaciones en la región 

N-terminal de CCR5 que las cepas R5 trópicas (Doranz et al., 1997b). Por último, se 

ha determinado que el bucle ECL2 de CCR5 parecen ser crítico en la unión al 

complejo gp120/CD4, favoreciendo los eventos posteriores de fusión e infección (Xiao 

et al., 1999).  

 

Figura 8: Orientación en membrana de los dominios del correceptor CCR5, con la secuencia 
de aminoácidos. Las barras indican los residuos Cys extracelulares que forman los puentes 
disulfuro. Se marcan en negro los residuos idénticos entre CCR5 y CCR2b, otro receptor de 
quimiocinas que permite la infección por cepas dual trópicas del VIH-1, y que comparte un 76% 
de homología con CCR5 (Rucker et al., 1996). 

 

CXCR4 (Figura 9) es el correceptor implicado en la entrada de cepas virales 

X4 trópicas y dual trópicas (X4/R5) del VIH-1 (Feng et al., 1996). Además es el 

receptor de la quimiocina SDF-1 (“stromal cell-derived factor-1”/CXCL12) (Oberlin et 

al., 1996). CXCR4 se encuentra expresado constitutivamente en la superficie de 
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algunas células como los macrófagos, las células T neoplásicas y los linfocitos T de 

sangre periférica, predominantemente naïve (CD45RA)/quiescentes (CD45RO)/no 

proliferativas (CD69) (Bleul et al., 1997). Los dominios de CXCR4 implicados en la 

actividad correceptora han sido determinados mediante la utilización de homólogos no 

humanos de CXCR4, receptores quiméricos, mutantes puntuales o delecionados en 

diversos dominios. A partir de estos estudios se ha determinado que la región N-

terminal de CXCR4 no es crítica para su actividad correceptora, mostrando distinto 

grado de actividad correceptora en función de la proteína de envuelta utilizada (Brelot 

et al., 1997; Lu et al., 1997; Picard et al., 1997b). Así, mientras unas envueltas son 

capaces de tolerar cambios (mutaciones o deleciones) en esta región, otras envueltas 

son más sensibles a estos cambios y no pueden mediar la fusión con la célula diana 

de manera eficiente. Datos similares, obtenidos tras el procesamiento de la región N-

terminal de CXCR4 por la enzima humana leucocitaria elastasa (HLE, “human 

leukocyte elastase”) en un contexto proinflamatorio, confirman la importancia de esta 

región extracelular de CXCR4 para la unión, función antiviral y agonista de su ligando 

CXCL12, siendo aún el CXCR4 truncado en su región N-terminal correceptor para el 

VIH-1 (Valenzuela-Fernandez et al., 2002). 

Por otro lado, se ha demostrado que el bucle ECL2 de CXCR4, y en menor 

medida el bucle ECL1, sí que juega un papel crítico en la infección, ya que su 

sustitución afecta a todas las cepas X4 trópicas testadas (Lu et al., 1997), siendo 

además suficiente para conferir actividad correceptora a receptores de quimiocinas 

que no permiten la infección por el VIH-1 (Brelot et al., 1997). Estos resultados 

indicarían que la envuelta del VIH-1 podría utilizar como punto de unión un estructura 

compleja conformacional formada por todos los ECL del correceptor (Doranz et al., 

1999). Además, el ECL2 de CXCR4 presenta una alta carga negativa, a diferencia de 

la misma región en CCR5, lo que le permite interacción con envueltas X4 trópicas 

cargadas positivamente (básicas) en el dominio V3 (revisado en (Berson and Doms, 

1998)). En general, de todos estos estudios se puede concluir que la unión entre la 

proteína viral de superficie gp120 con CXCR4, al igual que con CCR5, es bastante 

compleja y varía en función de la envuelta X4 trópica utilizada.  
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Figura 9: Orientación en membrana de los dominios del correceptor CXCR4, con la secuencia 
de aminoácidos. Los residuos sombreados en los dominios intracelulares representan los sitios 
potenciales de fosforilación. Los asteriscos representan los residuos Cys involucrados en los 
puentes disulfuro (Alkhatib, 2009). 

De manera poco frecuente se pueden detectar cepas virales de VIH-1 y VIH-2 

capaces de infectar células que expresan el correceptor pero de manera 

independiente de CD4 (Endres et al., 1996). Esto ha llevado a postular la existencia de 

un virus ancestral de VIH cuya entrada depende de su unión directa al correceptor 

(Lusso, 2006). Sin embargo, todos los aislados clínicamente relevantes del VIH-1 

dependen, para infectar, críticamente de su unión a CD4 y a uno de los correceptores 

CCR5 y/o CXCR4. 

3.1.3. Mecanismo de fusión y entrada del virus 

Se pueden diferenciar varios estadios en el proceso que lleva al virus a entrar 

en la célula diana. El primer estadio puede estar mediado por la unión no productiva 

del VIH-1 a lectinas, glicosaminoglicanos (GAG) o a través de interacciones ligando-

receptor dependiente de proteínas de la superficie celular, incorporadas en la 

membrana del virión, y cuya función principal es la de concentrar partículas virales en 

la superficie de la célula hospedadora, favoreciendo las interacciones específicas 

posteriores y potenciando la infección (revisado en (Ott, 2008)). Por otro lado, el VIH-1 

puede ser capturado, en su conformación infecciosa, por una proteína transmembrana 

de tipo II que contiene un dominio lectina de tipo C de unión a manosa (DC-SIGN, 

“dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule-3-grabbing non-integrin”), 
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presente en la superficie celular de algunos tipos de DC, y ser transmitido a células T 

CD4+ en los nodos linfoides (Lore et al., 2005). Además, se ha identificado la integrina 

47 como sitio de unión para el VIH-1 en células T CD4+ de memoria (Arthos et al., 

2008). 

Una vez el virus se encuentra en la superficie de la célula diana (Figura 10, 

paso 1), tiene lugar la unión de la glicoproteína gp120 a su receptor principal CD4 

(Figura 10, paso 2). Esta unión provoca un cambio conformacional en la proteína 

gp120, que tiene como consecuencia la exposición de los dominios de unión al 

correceptor, CCR5 o CXCR4, permitiendo unirse a ellos (Figura 10, paso 3) (Berger et 

al., 1999; Doms and Trono, 2000). 

La unión de gp120 al correceptor da lugar a otro cambio conformacional 

fundamental en el proceso de fusión entre las membranas celular y viral, y que va a 

estar mediado por la glicoproteína gp41 (Figura 10, paso 4) (Berger et al., 1999; 

Doms and Trono, 2000). Este segundo cambio conformacional en gp120 permite la 

exposición del péptido de fusión hidrofóbico HR1 de gp41, que va a interaccionar con 

la membrana plasmática de la célula hospedadora dando lugar a una estructura en 

espiral enrollada de triple hebra -hélice, formada por los tres segmentos HR1 de cada 

una de las subunidades gp41 del trímero. Esta estructura crea un surco hidrofóbico 

altamente conservado, expuesto de manera transitoria durante el proceso de fusión 

(revisado en (Doms and Trono, 2000)), y puede ser inhibida por péptidos basados en 

el dominio helicoidal C-terminal de gp41, bloqueando la formación del haz de seis 

hélices (Wild et al., 1994). A continuación, las regiones -hélice HR2 C-terminales de 

gp41 van a unirse a este surco hidrofóbico de HR1, dando lugar al haz de seis -

hélices (revisado en (Doms and Trono, 2000)), responsable final de la fusión entre la 

membrana celular y viral (Melikyan et al., 2000) (Figura 10). 

 

 

Figura 10: Esquema representativo de los diferentes estadios del proceso de fusión entre el 
VIH-1 y la célula diana: 1) Representación superficial de los trímeros de gp120 unidos no 
covalentemente a gp41; 2) unión de la glicoproteína de la envuelta viral gp120 a CD4; 3) tras la 
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unión de gp120 a CD4, tiene lugar un cambio conformacional que permite la unión de gp120 al 
correceptor adecuado; 4) la unión al correceptor permite la activación de la función de la 
proteína gp41 en la fusión entre las membranas celular y viral (Doms and Trono, 2000). 

De hecho, parece que la energía libre liberada tras la transición al haz de seis 

hélices debería ser suficiente para la formación del poro de fusión (Melikyan et al., 

2000). Asimismo, como el proceso de fusión es independiente de pH y altamente 

cooperativo que depende de la densidad y afinidad de unión de múltiples proteínas de 

la envuelta del VIH-1 con múltiples proteínas receptoras (Doms, 2000), se trata de un 

proceso más lento que requiere de una fase inicial lenta a 37ºC de 15 a 20 minutos o 

incluso menos (Frey et al., 1995; Melar et al., 2007; Melikyan et al., 2000), que parece 

depender de la interacción entre CD4 y gp120 (Frey et al., 1995; Melikyan et al., 2000), 

a diferencia de aquellos virus con proteínas de envuelta activadas a pH ácido donde la 

fusión ocurre rápidamente (Melikyan et al., 2000). Por último, la fusión mediada por la 

envuelta del VIH-1 depende de la temperatura, bloqueándose totalmente la misma a 

temperaturas inferiores a 25ºC (Frey et al., 1995). 

Para la formación eficiente del poro de fusión es necesario el cambio 

conformacional de varios trímeros de la envuelta del VIH (revisado en (Moore and 

Doms, 2003)), por lo que hace falta el agrupamiento de un cierto número de moléculas 

de CD4 y correceptores en las zonas de contacto virus-célula. En este sentido, se ha 

mostrado que se necesitan múltiples eventos de unión a CD4 para activar los trímeros 

de la envuelta del VIH-1 (Layne et al., 1990) y de 4 a 6 moléculas de CCR5 para la 

formación final del poro de fusión (Kuhmann et al., 2000). La fusión entre las 

membranas lipídicas resulta en la liberación de la nucleocápside viral en el citoplasma 

de la célula hospedadora. 

1.3.1.4. Transcripción reversa e integración proviral 

El VIH-1, como cualquier retrovirus, es capaz de convertir el ARN de su 

genoma en ADN de doble cadena una vez a entrado en la célula diana (Figura 11). 

Después de la entrada de la nucleocápside viral en el citoplasma, tiene lugar su 

desestructuración y la liberación del material genético (el ARN genómico), junto con 

diversas proteínas virales (entre ellas la IN y RT) y celulares empaquetadas en la 

partícula viral. La RT viral comienza la síntesis de la hebra de ADN negativo (“minus”), 

a partir de un cebador de ARN transferente (ARNt) incorporado en la partícula viral. El 

primer fragmento sintetizado se conoce como ADN MSSS (“minus-strand strong stop”), 

cuyo extremo 3´ va a ser utilizado posteriormente como cebador para completar la 
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síntesis de la hebra “minus” de ADN (Figura 11) (revisado en (Abbink and Berkhout, 

2008). Durante el proceso, la actividad ARNasaH de la RT va a degradar la hebra de 

ARN viral molde y el cebador de ARNt. La síntesis de la hebra positiva (“plus”) tiene 

lugar mediante la utilización, como cebadores, de pequeños fragmentos de ARN que 

quedan después de la síntesis de la hebra “minus” de ADN y que la ARNasaH no ha 

eliminado. Una característica final de la transcripción reversa del ARN viral, consiste 

en la presencia de un plegamiento en la zona central del ADN de doble cadena 

(denominada “central flap”) debido al desplazamiento de la hebra de ADN plus unos 

100 nucleótidos respecto a la hebra de ADN minus (Figura 11). Este plegamiento 

parece tener una función en el transporte al núcleo del PIC (Zennou et al., 2000). 

Además la interacción entre el ARN y la RT es de baja afinidad, por lo que el proceso 

de transcripción reversa incorpora mutaciones en el genoma del virus, generando 

poblaciones de virus VIH-1 altamente heterogéneas en secuencia (en su conjunto 

denominadas cuasiespecies) que son capaces de evadir fácilmente la respuesta 

inmune y los tratamientos antirretrovirales.  
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Figura 11: Esquema del proceso de transcripción reversa mediado por la RT del VIH-1 (Abbink 
and Berkhout, 2008). 

 

El complejo PIC, formado por el ADN complementario (ADNc) de doble cadena 

junto con varias proteínas virales (MA, NC, IN y Vpr) y celulares (Farnet and Haseltine, 

1991), se trasladaría al núcleo, ayudado por el citoesqueleto de actina y/o tubulina, 

atravesando los poros nucleares. Este proceso parece ser mediado por la interacción 

de las proteínas virales (IN, MA y Vpr) con la maquinaria celular de importe nuclear 

(Trono, 1995). Dentro del núcleo, la integración del ADN viral de doble cadena ocurre, 

en principio, de manera inespecífica pero preferencialmente en regiones del genoma 

del hospedador transcripcionalmente activas (Schroder et al., 2002). La IN es la 

encargada de cortar el ADN viral en la región LTR y el ADN cromosómico, seguido por 

la ligación de ambas secuencias (Bushman and Craigie, 1991). El proceso de 

integración finaliza gracias a la acción de las enzimas celulares de reparación del 

ADN, que terminan de sellar las uniones entre el ADN viral y celular. Cuando el 

genoma del VIH está integrado en el hospedador se denomina “provirus” aunque 

también puede permanecer en el núcleo como ADN no integrado, en forma de ADN 

lineal, y de ADN episomal 2-LTR o 1-LTR (por recombinación y pérdida de un LTR) 

(Figura 12) (Meyerhans A, 2003).  

 

Figura 12: Esquema de las múltiples variantes del ADN viral en núcleo de las células diana. El 
ADN viral de doble cadena con la región central de triple hebra (“central flap”), para a través de 
los poros nucleares y puede ser integrado en el cromosoma del hospedador, pasando a 
llamarse provirus. El ADN viral también puede permanecer en el núcleo de manera lineal no 
integrada o recircularizarse dando lugar a las formas 2LTR o 1LTR (Meyerhans A, 2003).  
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1.3.1.5. Expresión génica viral 

La transcripción del ADN proviral integrado en el cromosoma del hospedador 

va a generar los ARNm virales que, en último término, van a codificar las proteínas 

estructurales, reguladoras y accesorias necesarias para completar el ciclo de vida del 

virus. El sitio de iniciación de la transcripción se encuentra en la región LTR presente 

en el extremo 5´ del ADN proviral. La región LTR está compuesta de tres regiones: U3 

(para extremo 3´), R (repetida) y U5 (para extremo 5´) (Figura 13).  

Figura 13: Organización del LTR viral 5´ del VIH-1. Regiones U3, R, U5 y la localización de los 
sitios de unión para factores de transcripción celulares. 

La transcripción se inicia en la unión U3/R mediante la unión de la maquinaria 

de transcripción celular dependiente de la ARN polimerasa II (ARN pol II). En la región 

U3, corriente arriba del sitio de iniciación de la transcripción (caracterizado por la 

presencia de un motivo TATA), se encuentran una serie de regiones moduladoras de 

unión a diversos factores de transcripción (Figura 13) (Stevens et al., 2006). La 

expresión inicial a partir del LTR del VIH es muy baja, incrementándose 

significativamente gracias a la proteína viral Tat (Ruben et al., 1989). Esta 

transcripción basal inicial produce cortos ARNm procesados que van a codificar para 

las proteínas virales Tat, Rev y Nef (Yankulov et al., 1994). Esta expresión inicial 

provoca la acumulación de Tat, que interacciona con la región de respuesta a 

transactivación (TAR, “transactivation response region”), reclutando varios factores 

como el heterodímero CycT1/CDK9 (“cyclin T1/cyclin-dependent kinase 9”), que 

permiten la elongación transcripcional por hiperfosforilación de la ARN pol II (Zhou et 

al., 2000). Esta respuesta origina los distintos ARNm virales, no procesados (ARN 

genómico, Gag y Gag-Pol), parcialmente procesados (Env, Vif, Vpu y Vpr) y 

procesados de manera múltiple (Rev, Tat y Nef) (Purcell and Martin, 1993). Los ARNm 

no procesados o parcialmente procesados, que codifican las proteínas estructurales, y 

el ARN genómico viral son transportados fuera del núcleo por la interacción de la 

proteína viral Rev y del elemento de respuesta a Rev (RRE, “Rev responsive element”) 
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con la maquinaria de exporte nuclear, culminando con su transporte al citoplasma 

celular. 

1.3.1.6. Ensamblaje viral, liberación y maduración. 

La generación de las nuevas partículas virales tiene lugar mediante el 

ensamblaje del ARN genómico y las proteínas virales en la membrana plasmática o en 

los endosomas tardíos/cuerpos multivesiculares. El principal componente que dirige el 

ensamblaje de las nuevas partículas virales en la membrana plasmática de las células 

infectadas es la proteína precursora Pr55Gag, compuesta por tres polipéptidos plegados 

(MA, CA, y NC), dos péptidos espaciadores más pequeños sp1 y sp2, y el péptido p6 

(revisión en (Ganser-Pornillos et al., 2008)) (Figura 14).  

Figura 14: Regiones y estructura proteína del precursor Pr55Gag y los sitios de corte por la PR 
del VIH-1 (Briggs and Krausslich, 2011). 

Las funciones de esta proteína consisten en su unión a la membrana 

plasmática (principalmente a regiones raft), el reclutamiento y multimerización de 

proteínas precursoras Gag en el lugar de liberación viral, empaquetamiento del ARN 

viral, formación de complejos Gag/Gag-Pol, asociación con las glicoproteínas de la 

envuelta, formación de complejos de pre-ensamblaje conteniendo Vif, Vpr y proteínas 

del huésped, y estimulación final de la liberación de las nuevas partículas virales en la 

membrana plasmática (revisado en (Bukrinskaya, 2004; Freed, 1998; Freed, 2001). El 

proceso de plegamiento adecuado y encapsidación del ARN viral tiene lugar mediante 

la interacción entre la señal de empaquetamiento (sitio ) del ARN con la región NC 

de Gag (revisado en (Freed, 2001). Aparte del ARN genómico no procesado, también 

se va a incorporar el cebador celular de ARNt que va a tener una función importante 

en la transcripción reversa de ARN viral durante el siguiente ciclo de infección {Tritel, 

2001 #280). 
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La región NC, el ARN viral y el dominio C-terminal de CA también participan en 

la generación de complejos Gag/Gag y Gag/Gag-Pol. Además, el transporte de estos 

complejos a la membrana plasmática tiene lugar gracias a la miristoilación de la 

proteína MA (revisión en (Ganser-Pornillos et al., 2008)). El proceso de liberación es 

controlado por secuencias específicas dentro de la proteína precursora Pr55Gag, en 

concreto, por el dominio “L” (“late domain”) de p6, que interacciona con la proteína 

Tsg101 (“tumor susceptibility gene 101”) del complejo ESCRT-I (“endosomal sorting 

complexes required for transport”), y con la proteína celular ALIX, para facilitar y 

completar la reacción de ensamblaje y liberación de las partículas virales 

(Bukrinskaya, 2004).  

La ubiquitinación de Gag y/o de los péptidos virales estructurales derivados 

constituye una modificación postraduccional importante en el proceso de ensamblaje 

del VIH-1 (Gottwein et al., 2006; Gottwein and Krausslich, 2005), de hecho, la 

inhibición del proteasoma dificulta la producción de partículas virales nacientes de VIH-

1, afectando, de algún modo, al procesamiento correcto del Gag ubiquitinado 

(Schubert et al., 2000). HIV-1NL4.3-Gag contiene 38 residuos de Lys potencialmente 

ubiquitinables, 13 localizados en MA (6 de ellos importantes para la localización en 

membrana de Gag), 11 en CA, 10 en NC, 2 en sp2 y 2 en p6. En este sentido, la 

monoubiquitinación de la proteína p6 favorece in vitro su interacción con Tsg101 

(Morita and Sundquist, 2004). Sin embargo, mutaciones de los residuos de Lys 

ubiquitinables en p6, parecen no afectar a la producción y capacidad infecciosa de los 

viriones (Gottwein et al., 2006), ni a la ubiquitinación en otras regiones de la proteína 

Pr55Gag del VIH-1 (Gottwein and Krausslich, 2005). Sin embargo, datos recientes 

indican que la ubiquitinación en la región C-terminal de Pr55Gag, a partir de CA y en p6 

principalmente, es importante para el procesamiento correcto de Pr55Gag y la liberación 

de las partículas virales nacientes (Gottwein et al., 2006). 

El proceso final del ciclo de vida viral consiste en la liberación de los viriones de 

la superficie celular en principio como partículas inmaduras, no infecciosas (Figura 

15). Parece que la liberación tiene lugar en regiones de la membrana plasmática ricas 

en colesterol, glicoesfingolípidos y esfingolípidos, y ricas en PIP2 conocidos como “lípid 

rafts” (Nguyen and Hildreth, 2000; Ono et al., 2004).  

La liberación de las partículas activa la PR viral, que va a ser la encargada del 

corte proteolítico secuencial de las poliproteínas precursoras Pr55Gag. Este 

procesamiento permite la reorganización de la estructura del virión y en último término 

la generación de partículas virales infecciosas maduras (Figura 15) (revisión en 
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(Ganser-Pornillos et al., 2008)). El procesamiento y liberación adecuada de cada 

fragmento estructural de la poliproteína Pr55Gag, representa un requisito indispensable 

para la generación de viriones infecciosos. El primer sitio de corte se encuentra en la 

región de unión entre sp1 y NC, lo que conduce a la división intermedia entre la 

secuencia MA-CA-sp1 y la secuencia NC-p6, con el posterior procesamiento en MA y 

CA-sp1 de la primera secuencia liberada (Figura 15). La división de la secuencia CA-

sp1 es un evento tardío, siendo la liberación de sp1 muy importante en la formación de 

la cápside troncocónica en los viriones maduros (Figura 15). Además, durante el 

ensamblaje de los virus, el dominio N-terminal de CA del VIH-1, no del VIH-2 ni del 

VIS, interacciona con la proteína ciclofilina A favoreciendo su empaquetamiento, que 

parece potenciar la infectividad de las nuevas partículas virales (revisión en (Briggs 

and Krausslich, 2011; Ganser-Pornillos et al., 2008)). 

Figura 15: Esquema del proceso de maduración de las partículas de VIH-1. Izquierda: Estadio 
final de liberación de las partículas virales de la membrana plasmática de la célula huésped con 
posterior maduración de la poliproteína Pr55Gag. Derecha: Secuencia de procesamiento y 
maduración de Pr55Gag por la PR viral tras la liberación de las partículas virales. Se muestra un 
esquema y una imagen de microscopía electrónica de cada estadio hasta la obtención de la 
partícula madura con forma tronco cónica (Briggs and Krausslich, 2011). 

1.3.2. Curso natural de la infección por el VIH-1 

La transmisión e infección horizontal por el VIH tiene lugar principalmente por 

contacto sexual, a través del tracto genital o la mucosa rectal, por transfusión 

sanguínea, por compartir agujas con individuos infectados o mediante el transplante 

de tejidos de individuos infectados (Levy, 2009). Además, en el caso de la transmisión 

vertical, de madre a hijo, ésta tiene lugar perinatalmente, durante el parto o durante el 

periodo postparto de lactancia (Scarlatti, 2004). La transmisión del VIH depende de la 
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naturaleza biológica del virus transmitido, de su concentración en los fluidos corporales 

expuestos y la susceptibilidad del hospedador a la infección. El virus puede conseguir 

establecer una infección productiva atravesando la mucosa del epitelio por trancitosis, 

mediante el contacto directo con DC intraepiteliales, o puede moverse a través de los 

espacios intercelulares del epitelio y contactar con las células de Langerhans y las 

células T CD4+ presentes en el epitelio (McMichael et al., 2010). 

El curso clínico de la enfermedad en humanos en ausencia de tratamiento está 

caracterizado por tres etapas (Figura 16). La primera etapa, denominada 

primoinfección o fase aguda de la infección, ocurre inmediatamente después de la 

infección y está caracterizado por un incremento de la viremia y diseminación viral 

generalizada. En esta fase, el VIH-1 ha llegado desde el lugar de entrada a los 

órganos linfoides, y ha establecido los reservorios virales por todo el cuerpo, a partir 

de poblaciones celulares que mantienen integrado el VIH-1, de manera latente, 

durante largos periodos de tiempo (Alexaki et al., 2008). Estudios de secuencia de los 

virus asociados a una infección productiva, parecen indicar que la infección inicial por 

el VIH-1 ocurre a partir de un “único virus”, llamado “virus primario fundador” y 

principalmente R5 trópico (revisado en (McMichael et al., 2010)). Este virus infectaría 

células T CD4+ con mayor eficiencia que monocitos y macrófagos, como células T 

CD4+CCR5+ residentes en la mucosa (revisado en (McMichael et al., 2010)). La 

replicación del virus en esta región activa el sistema inmune innato, que provoca el 

reclutamiento de más células T susceptibles a la infección. A continuación, el virus o 

las células infectadas se diseminan al órgano linfoide de drenaje y al tejido linfoide 

asociado al intestino (GALT, “gut-associated lymphoid tissue”), donde infecta gran 

cantidad de células T CD4+CCR5+ activadas, incrementando su tasa de replicación de 

manera exponencial hasta alcanzar un pico en sangre (generalmente > 1x106 copias 

de ARN viral por mL de sangre) (Figura 16) (Brenchley et al., 2004). Este incremento 

en la viremia está asociado con un descenso en el número de células T CD4+ (Levy, 

2009).  

Esta primera etapa provoca la estimulación del sistema inmunológico innato y 

adaptativo, que responde de varias maneras, incrementando la expansión de células T 

CD8+ citotóxicas (CTL, “cytotoxic T cells”) específicas para el virus, activando células 

NK, estimulando la producción de altos niveles de anticuerpos contra proteínas del 

VIH, y mediante la participación de otros factores como el sistema del complemento 

(Levy, 2009). Esta respuesta rápida del sistema inmunológico lleva a una disminución 

de la carga viral en el plasma sanguíneo (generalmente por debajo de 20.000 copias 

de ARN por mL de sangre) (Figura 16), hasta alcanzar un nivel más estable, conocido 
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como punto de ajuste viral (“viral set point”). La disminución de la carga viral está 

asociada con la finalización de la sintomatología asociada a la primoinfección (fiebre, 

linfadenopatía, faringitis, erupciones cutáneas, mialgia, y úlceras en boca y esófago), 

pero sin erradicar completamente el virus. Así, durante este descenso de la carga viral 

por la presión selectiva del sistema inmune adaptativo, tiene lugar la diversificación 

viral, seleccionándose múltiples variantes virales de escape (McMichael et al., 2010). 

 

 

Figura 16: Eventos durante la fase aguda de la infección. La primera fase se caracteriza por 
una replicación viral en la mucosa y posteriormente en los órganos linfoides de drenaje. La fase 
de eclipse es el periodo de tiempo que tiene lugar hasta la primera detección del ARN viral en 
plasma (T0). Coincidiendo con el pico de viremia comienzan los síntomas y los reservorios de 
latencia ya se han generado. La ventana de oportunidad constituye un periodo de tiempo 
crucial para controlar la replicación viral, porque ocurre antes de la destrucción masiva de las 
poblaciones de células T CD4+ y posiblemente antes del establecimiento de los reservorios 
virales (McMichael et al., 2010). 

 

A continuación comienza el periodo de latencia clínica, definida como estadio 

crónico de la enfermedad. En esta etapa los niveles de la carga viral permanecen 

bajos y estables, en función del punto de ajuste viral. La disminución de la carga viral 

coincide con un ligero aumento en el número de células T CD4+, que seguidamente se 

van reduciendo de manera gradual durante la etapa crónica de la infección. Esta etapa 

se caracteriza por una replicación viral muy baja, durante un largo periodo de tiempo, 

gracias a la eficacia inicial de la respuesta inmune de cada hospedador. En esta etapa, 

las partículas virales se encuentran en los órganos linfoides atrapados por las células 

dendríticas foliculares, y rodeadas por tejidos ricos en células T CD4+ que también 

pueden llegar a ser infectadas. La duración de este periodo de latencia es diferente en 

cada individuo infectado, en relación al punto de ajuste viral (revisado en (De Biasi, 

2011; McMichael et al., 2010)). 
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En algunos individuos, la ausencia de una viremia detectable (< 50 copias de 

ARN viral por mL de sangre) indica el control eficiente del VIH, este grupo inusual de 

individuos han sido denominados como controladores de élite. Estos individuos tienen 

células T CD8+ con una alta capacidad proliferativa y de producción de citocinas, y 

baja tendencia a sufrir apoptosis (Saez-Cirion et al., 2007).  

La última etapa es la fase sintomática, también conocida como fase SIDA. Esta 

fase está caracterizada por un descenso dramático del número de células T CD4+ (por 

debajo de 350 células por L de sangre) y aumento de la carga viral. Este hecho lleva 

al colapso del sistema inmune (específicamente de las respuestas inmunes asociadas 

a las células T CD4+), reflejado además por la destrucción del tejido linfoide, que va a 

permitir la aparición de tumores e infecciones oportunistas, que en último término 

pueden provocar la muerte del individuo (revisado en (Appay et al., 2007)) (Figura 17). 

Figura 17: Curso clínico de infección por el VIH-1. La línea azul y la línea roja representan la 
evolución del número de células T CD4+ y de la carga viral durante el curso de la infección, 
respectivamente. 

1.3.3. Respuesta inmune contra el VIH-1 

El sistema de defensa del hospedador contra las infecciones presenta tres 

niveles: las barreras físicas superficiales, el sistema de defensa inmunológico innato y 

el adaptativo. Mediante la respuesta inmune innata y adaptativa, el organismo tiene la 

habilidad de reconocer y eliminar cualquier agente extraño de manera inespecífica y 

específica, respectivamente. Por ello, el nivel de activación y efectividad del sistema 

inmunológico determina el curso clínico de la enfermedad. 
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Tras la infección por un patógeno (por ejemplo, el VIH-1), tiene lugar una 

activación rápida de la respuesta inmune innata, que va a reconocer un patrón 

conformacional del patógeno. Este reconocimiento va a dar lugar a la secreción de 

citocinas necesarias para el reclutamiento y activación en el lugar de la infección de 

otros componentes del sistema inmune, por ejemplo, las células NK. Esta población 

celular responde a una infección viral mediante la citolisis celular y la producción de 

citocinas/quimiocinas (revisado en (Borrow and Bhardwaj, 2008). La activación de la 

inmunidad innata va a favorecer la posterior activación de la respuesta inmune 

adaptativa que actúa a través de mecanismos mediados por células B (respuesta 

inmune humoral) y por células T (respuesta inmune celular). Las células T CD4+ son 

los principales componentes del sistema inmune adaptativo, pero también son las 

principales dianas del VIH-1, y por ello el descenso continuado del número y función 

de estas células provoca una pérdida dramática de la función del sistema inmune del 

hospedador (McMichael et al., 2010).  

1.3.3.1. Respuesta inmune humoral 

La respuesta inmune humoral es aquella que tiene lugar mediante la 

generación, por activación de las células B, de anticuerpos específicos contra 

proteínas extrañas. Durante la etapa aguda de la infección por el VIH, tiene lugar la 

generación de anticuerpos no neutralizantes contra las proteínas de la envuelta gp41 y 

gp120 (Binley et al., 1997), sin embargo, tienen poca efectividad en las primeras 

etapas de la infección por el VIH-1 y son capaces de seleccionar variantes virales de 

escape. A continuación, tiene lugar la generación de ciertos anticuerpos 

neutralizantes, que pueden controlar la diversidad de partículas virales presentes en el 

momento de la generación de estos anticuerpos, aunque esta respuesta es escasa y 

permite una rápida aparición de cepas virales de escape (Richman et al., 2003). Por 

último, raramente se generan anticuerpos neutralizantes de alto título durante la 

infección por el VIH, en ese caso se generan por un mecanismo de maduración de la 

afinidad de los anticuerpos y después de 20-30 meses de la infección. Estos 

anticuerpos estarían dirigidos contra motivos carbohidrato de la envuelta gp120, contra 

el sitio de unión a CD4 y contra la región proximal de membrana de gp41. Este 

mecanismo de maduración de la afinidad, que depende de células T CD4+ y células B, 

en la mayoría de los individuos infectados por el VIH-1, se ve perjudicado debido a la 

pérdida masiva de ambas poblaciones celulares (revisado en (McMichael et al., 

2010)). En resumen, el efecto global y la eficiencia de este conjunto de anticuerpos 
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neutralizantes in vivo no está clara, puesto que el virus siempre es capaz de adquirir 

resistencia, lo que provoca que la respuesta inmune necesite de una continua 

adaptación a estos nuevos mutantes (Richman et al., 2003). 

Por otro lado, los anticuerpos no neutralizantes de unión al VIH pueden 

contribuir al aclaramiento del VIH in vivo mediante la inducción de funciones efectoras 

como la lisis celular dependiente del complemento, la citotoxicidad mediada por 

células dependiente de anticuerpos (ADCC, “antibody dependent cellular cytotoxicity”) 

o la fagocitosis. La lisis del VIH-1, mediada por el complemento, tiene lugar mediante

el recubrimiento de los viriones con anticuerpos y fragmentos del complemento, los 

cuales son reconocidos por otros miembros del sistema del complemento, 

desencadenando la formación del complejo de ataque a la membrana sobre la 

superficie del virión, y que en último término van a desintegrar la partícula viral 

mediante la creación de poros (Blue et al., 2004). La respuesta ADCC es mediada a 

través de receptores Fc, presente en las células NK, que van a reconocer células 

infectadas recubiertas de anticuerpos dirigidos contra la proteína de la envuelta del 

VIH-1. Este reconocimiento, va a desencadenar la destrucción de la célula infectada 

por liberación de gránulos citotóxicos (perforinas, granzimas), citocinas (factor de 

necrosis tumoral o TNF, “tumor necrosis factor”), quimiocinas, proteasas, óxido nítrico, 

radicales de oxígeno radiactivos o apoptosis dependiente de Fas/FasL (Russell and 

Ley, 2002), aunque su relevancia in vivo aún no ha sido determinada. Por último, los 

virus o células opsonizadas, por unión del complemento o anticuerpos a su superficie, 

son fagocitadas, internalizadas y destruidas por células mononucleares (macrófagos y 

monocitos), neutrófilos y células dendríticas (Rabinovitch, 1995). 

A pesar de estas respuestas anti-virales mediadas por anticuerpos, en la 

mayoría de los pacientes seropositivos, estos mecanismos de respuesta inmune 

humoral frente al VIH se han revelado poco eficaces. 

1.3.3.2. Respuesta inmune celular 

Como se ha descrito anteriormente, la infección por el VIH-1 se caracteriza por 

una fase inicial con un pico de viremia (la fase aguda), seguida por una fase crónica de 

larga duración. Tras la primera etapa aguda de la infección, la respuesta CTL se 

desarrolla rápidamente por expansión masiva de células T CD8+ naïve, y cuya 

consecuencia consiste en la disminución del pico de viremia inicial (McMichael et al., 

2010). La disminución de la viremia está asociada al reconocimiento y bloqueo, por 

acción citotóxica, de epitopos virales presentados en MHC-I en las células infectadas 
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por el VIH-1. Sin embargo, esta respuesta CTL genera una presión selectiva sobre el 

virus que va a generar cambios dramáticos en la secuencia de los virus, dando lugar a 

la aparición de mutantes de escape viral durante el descenso de la viremia hasta el 

punto de ajuste viral (revisado en (McMichael et al., 2010)). La aparición de variantes 

virales a partir de ese punto es menor, pero lo suficientemente alta para lograr escapar 

a la respuesta inmunológica. La respuesta citotóxica es mediada a través de la 

secreción de perforinas y granzimas, que terminan lisando la célula productora de 

virus. 

Los diferentes alelos de MHC-I (HLA) tienen diferentes especificidades por los 

péptidos virales. En este sentido, algunos alelos de HLA han sido asociados con un 

buen control de la enfermedad y una progresión más lenta hacia la fase SIDA, tal 

como HLA-B5701, HLA-B5703, HLA-B5801, HLA-B27 y HLA-B51 (Carrington and 

O'Brien, 2003). Por el contrario, existe un polimorfismo, HLA-B35, que está asociado a 

una progresión más rápida de la enfermedad (Gao et al., 2001). 

La respuesta CTL puede disminuir la replicación del VIH-1 mediante la 

producción de factores solubles, que influyen directamente sobre la célula infectada 

sin matarla, esta respuesta se denomina respuesta anti-viral no citotóxica de las CTL 

(CNAR, “CD8+ cell noncytotoxic antiviral response”) (revisado en (Levy, 2009)). Las 

citocinas producidas incluyen interferon- (IFN-) y las quimiocinas MIP-1, MIP-1 y 

RANTES como inhibidores de la replicación viral, y TNF-, que parece aumentarla 

(Levy, 2003). Esta respuesta se ha detectado que es mayor en individuos no 

progresores a largo plazo (LTS, “long-term survivors”).  

Por otro lado, el VIH-1 es capaz de evadir la respuesta CTL y de células NK a 

través de la disminución de la expresión superficial de HLA en las células infectadas, 

de manera dependiente de la unión de Nef a un motivo citoplasmático de este 

complejo (Blagoveshchenskaya et al., 2002; Le Gall et al., 1998). Mientras que HLA-A 

y HLA-B tienen este motivo y pueden ser degradadas de la superficie, HLA-C y HLA-E 

no posee este motivo y, por tanto, su nivel de expresión superficial se mantiene 

durante la infección (Cohen et al., 1999).  

Otros tipos celulares implicados en el control de la infección por el VIH-1 son 

las células dendríticas plasmacitoides (pDC, “plasmacitoid dendritic cells”) y las células 

NK. Durante la fase aguda de la infección por el VIH-1, el número de pDC se reduce, 

por muerte celular inducida por activación o por migración a nódulos linfoides. De 

manera destacable, individuos LTS tienen menores índices de pérdida de pDC que 

individuos sanos (Soumelis et al., 2001). Una de las citocinas secretadas por pDC 
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cuando entran en contacto con el virus es el IFN, que estimula la respuesta inmune 

adaptativa (Siegal et al., 1999). Otro factor soluble producido por las pDC en contacto 

con el virus es IDO (“indolenamine 2,3-dioxygenase”), factor que induce la 

diferenciación de células T en T reguladoras (Tregs) cuya función principal es suprimir 

la respuesta inmune específica contra el VIH (Manches et al., 2008). Por otro lado, las 

células NK también son activadas durante la respuesta inmune, y se encargan de lisar 

células infectadas por el VIH-1 que carecen de expresión superficial de MHC-I (HLA-

A/B). Sin embargo, la expresión de receptores inhibidores de actividad NK (KIR) en 

estas células, en presencia del VIH-1, y su unión a motivos HLA-C/E pueden evitar 

esta actividad (Borrow and Bhardwaj, 2008). Aún así, parece que el balance de 

señales activadoras de la función NK son predominantes debido, en parte, a la 

sobreexpresión en las células infectadas por el VIH-1, de otros ligando para receptores 

activadores de citotoxicidad expresados en la superficie de las células NK (revisado en 

(Borrow and Bhardwaj, 2008)). 

En resumen, la respuesta inmune contra el VIH depende de una compleja red 

de componentes inmunológicos, muchos de los cuales son dañados durante el 

progreso de la infección viral y la evolución de la enfermedad hacia la fase SIDA, 

principalmente las células T CD4+. El papel de los anticuerpos neutralizantes in vivo 

también es incierto, debido a que el virus siempre es capaz de escapar a su acción. 

Además, aunque la respuesta de las células T CD8+ es intensa durante los primeros 

estadios de la infección, el papel de estas poblaciones celulares durante la fase 

crónica de la enfermedad parece ser subóptimo, debido al escape continuo de las 

nuevas variantes virales generadas. Una estrategia óptima para el control de la 

enfermedad consistiría en la estimulación de las respuestas inmunológicas humoral y 

celular en los primeros estadios de la infección (en una región temporal conocida como 

“ventana de oportunidad”), antes del establecimiento de los reservorios virales y de la 

generación de daños irreversibles en el sistema inmune, sobre todo los ejercidos sobre 

las poblaciones de células T CD4+.  

1.3.3.3. Tratamientos antirretrovirales, reservorios de latencia viral 

e inmuno senescencia.  

Desde el descubrimiento del VIH-1 como el agente causante del SIDA, se han 

realizado grandes esfuerzos destinados a la búsqueda de compuestos destinados al 

bloqueo de alguna de las etapas del ciclo de vida del VIH. La comprensión de los 

diferentes estadios del ciclo de vida viral, junto con la detección de los elementos 
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celulares que utiliza el virus para completar su ciclo, han ayudado en la identificación 

de diferentes inhibidores, algunos de ellos con resultados prometedores. Todas las 

etapas del ciclo de vida viral han sido consideradas como potenciales dianas para su 

intervención en una posible terapia anti-VIH-1 (Clercq, 2009). Asimismo, la 

complejidad en el tratamiento contra el VIH-1 incrementa a medida que aumenta el 

número de nuevos agentes anti-virales disponibles y la información asociada a su uso 

(Lundgren et al., 2008). A continuación vamos a describir el funcionamiento de estos 

inhibidores, clasificados en función de la diana hacia la que están dirigidos. 

Inhibidores de la fase de transcripción reversa 

La RT viral es una polimerasa de ADN dependiente de ARN y ADN, que va a 

retrotranscribir el ARN monocatenario viral en el ADN viral de doble cadena. Existen 

tres clases de inhibidores: los inhibidores de RT análogos nucleosídicos (NRTIs), los 

inhibidores de RT análogos nucleotídicos (NtRTI) y los inhibidores de RT análogos no 

nucleosídicos (NNRTI). El mecanismo de acción de NRTI y NtRTI depende de su 

unión al sitio activo de la RT, para ello necesitan ser fosforilados por la célula a 

trifosfato y difosfato, respectivamente. Los NNTRI interaccionan en un sitio alostérico 

localizado próximo al sitio catalítico de la RT, interfiriendo con el normal 

funcionamiento del sitio activo. 

Los NRTI aprobados para el tratamiento de infecciones por el VIH-1 son siete: 

zidovudina (AZT), didanosina (ddI), zalcitabina (ddC), stavudina (d4T), lamivudina 

(3TC), abacavir (ABC) y emtricitabina ((-)FTC) (Figura 18). Estos compuestos 

actuarían como inhibidores competitivos, cuyo mecanismo de bloqueo depende de la 

carencia de un grupo 3´ hidroxilo, necesario para la elongación de la cadena de ADN. 

El primer fármaco activo fue el 3´-ácido-3´-deoxitimidina (AZT) (Mitsuya et al., 1985), 

aprobado en 1987. Generalmente, se combinan dos medicamentos de esta clase 

como cuerpo central de la terapia combinada o triple terapia (Clercq, 2009). Sin 

embargo, no reducen la replicación viral a largo plazo, debido a la aparición de cepas 

resistentes y muchos de ellos presentan además alta toxicidad en monoterapia. 

Los NtRTI contienen un grupo fosfonato y por tanto no pueden ser inactivados 

por hidrolasas (esterasas), una vez se hayan incorporado a la cadena de ADN. El 

NtRTI más conocido es el tenofovir (“(R)-9-(2-phosphonomethoxypropyl)adenine”), y el 

más utilizado para el tratamiento de infecciones de VIH es la variante de 

administración oral de tenofovir, el TDF (“tenofovir disoproxil fumarate” o 

comercialmente denominado Viread®) (Figura 18) (Clercq, 2009). 
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Figura 18: Inhibidores nucleosídicos y nucleotídicos con licencia de la FDA (“food and drug 
administration”). 

Los NNRTI interaccionan con un bolsillo de unión cercano al sitio activo de la 

RT. Esta unión interfiere con el sitio catalítico impidiendo el funcionamiento normal de 

la enzima. Son moléculas pequeñas con alta diseminación y con una vida media larga. 

El problema de estos compuestos es que los aa colocados en el bolsillo de unión a los 

NNRTI son muy propensos a la mutación por la RT. Los más prometedores, 

aprobados por la FDA (“Food and Drug Administration”), son etravirina (enero de 

2008), nevirapinaXR (marzo de 2011) y particularmente rilpivirina (mayo de 2011) 

(Figura 19) (Clercq, 2009). 

Figura 19: Inhibidores no nucleosídicos con licencia de la FDA. 

Inhibidores de la Proteasa 

La PR es una aspartil proteasa que actúa en forma dimérica, y su función es el 

procesamiento proteolítico de las proteínas virales precursoras, para dar lugar a las 
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proteínas virales maduras (Flexner, 1998). Los inhibidores de la PR son moléculas 

peptidomiméticas que actúan imitando el sitio de corte por la PR viral, impidiendo su 

funcionamiento. Los fármacos peptidomiméticos eficaces son selectivos y eficaces 

contra la PR viral dimérica, sin actuar sobre las aspartil proteasas celulares y 

monoméricas. Hay actualmente diez inhibidores o combinaciones de inhibidores de la 

PR viral (PIs) aprobados para el tratamiento de infecciones por el VIH (Figura 20). El 

ritonavir es el inhibidor más fuerte, y el saquinavir es probablemente el más débil 

 

Figura 20: Inhibidores dirigidos contra la PR viral aprobados por la FDA para su uso en 
individuos infectados por el VIH-1. 

 

Como muchos inhibidores utilizados contra el VIH-1, los PIs también tienen 

efectos tóxicos a largo plazo, como la lipodistrofia y la dislipidemia. Por ejemplo el 

ritonavir es un potente inhibidor del citocromo P450, permitiéndo que los niveles en 

sangre de los antirretrovirales se mantengan por más tiempo en concentraciones 

óptimas, aunque también resulta en un incremento en la toxicidad y severidad de los 

efectos adversos asociados a estos inhibidores.  

 

Inhibidores de la entrada y fusión 

Desde el descubrimiento del VIH, las glicoproteínas de la envuelta viral 

(gp120/gp41) siempre han sido consideradas para el desarrollo de inhibidores contra 

la entrada viral. Además, se trata de la diana más atractiva puesto que impediría la 

entrada del virus en la célula y la generación de los reservorios virales. Aun así, el 

descubrimiento de compuestos dirigidos contra la envuelta del VIH tiene una serie de 

inconvenientes. En primer lugar, la RT viral es propensa a cometer errores dando lugar 

a mutaciones en las proteínas virales (Gaschen et al., 2002). En segundo lugar, 

aunque el 50% de la envuelta contenga regiones conservadas, parece difícil dirigir 

compuestos inhibidores contra estas regiones debido a la alta glicosilación de las 
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regiones variables que se encuentran alrededor (Reitter et al., 1998). Por todo ello, las 

estrategias de inhibición dirigidas contra la envuelta del VIH (gp120/gp41) están 

dirigidas contra regiones altamente conservadas que son expuestas transitoriamente 

durante el proceso de entrada viral. En este sentido, se han desarrollado péptidos 

sintéticos miméticos de la región C-terminal de gp41, tales como el C-34, el T-20 y el 

T-1249, que se unen a la región N-terminal de esta glicoproteína expuesta durante la 

formación del intermediario de fusión, inhibiendo la infección por el VIH-1 (Chan and 

Kim, 1998; Judice et al., 1997).  

El único inhibidor de fusión con licencia de la FDA, para terapia en humanos, 

es enfuvirtide (Fuzeon, T-20 o DP-178, aprobado el 13 de Marzo de 1993 y 

comercializado por Hoffmann-La Roche & Trimeris), con una potente actividad contra 

un amplio espectro de aislados del VIH-1 in vitro (Wild et al., 1994).  

 

Inhibidores de unión a correceptor 

Este grupo de inhibidores, dirigidos a evitar la unión del virus a los 

correceptores, tiene la desventaja de una posible interferencia con las funciones 

normales de estas proteínas humanas contra las que se dirige la inhibición, dando 

lugar a posibles efectos secundarios. Hasta ahora sólo hay un inhibidor aprobado para 

su administración que bloquea la unión de cepas de VIH-1 R5 trópicas a CCR5, el 

agonista inverso Maraviroc (“Selzentry”, aprobado en 6 de Agosto de 2007 y 

comercializado por Pfizer) (Garcia-Perez et al., 2011). Sin embargo, ya se están 

detectando cepas resistentes a Maraviroc, y a los otros inhibidores de unión a CCR5, 

Vicriviros y Aplaviroc (revisado en (Gorry and Ancuta, 2011)).  

 

Inhibidores de la Integrasa 

Las funciones catalíticas de la IN se pueden dividir en: procesamiento de 

extremos 3´ del ADN de doble cadena viral y la transferencia de hebras. El primer y 

único inhibidor de la IN con licencia es raltegravir (“Isentress”, aprobado el 12 de 

octubre de 2007, y comercializado por Merck & Co., Inc.) (Gazzard et al., 2008). Este 

inhibidor está dirigido contra la reacción de transferencia de la hebra, y se ha mostrado 

eficiente reduciendo la carga viral en pacientes infectados por el VIH-1.  
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Terapia antirretroviral de gran actividad (TARGA) o terapia antirretroviral 

combinada (TARc). 

La replicación continuada del VIH lleva al daño irreversible del sistema inmune 

y progresión a la fase SIDA. Los niveles de ARN viral reflejan la magnitud de la 

replicación del VIH, y el número de células T CD4+ indica el nivel de eficiencia del 

sistema inmune. Estos valores son distintos en cada individuo y, por tanto, los 

tratamientos deben ser individualizados. El objetivo de la terapia consiste en la 

máxima supresión de la replicación viral junto con el bloqueo de la emergencia de 

cepas virales resistentes, con los menores efectos secundarios sobre el individuo. La 

estrategia terapéutica más efectiva consiste en la combinación simultánea de varios 

fármacos anti-VIH (Figura 21). Esta terapia previene la aparición de mutaciones 

específicas, que llevan a la aparición de resistencias, y ayuda a lograr una supresión 

viral estable. La combinación de 2 ó 3 medicamentos anti-VIH, de 2 o más clases 

diferentes, se denomina terapia antirretroviral de gran actividad (TARGA) o tratamiento 

antirretroviral combinado de alta eficiencia (TARc) (en inglés “Highly Active Anti-

Retroviral Therapy” (HAART)). Este tratamiento es considerado cuando el número de 

células T CD4+ cae por debajo de 350 células por L de sangre. La aplicación de esta 

terapia ha llevado a una reducción drástica de la mortalidad y la morbilidad relacionada 

con el SIDA (Clercq, 2009).  

 

Figura 21: Algunas de las combinaciones de productos antirretrovirales, de varias clases, 
aprobados por la FDA para el tratamiento de individuos infectados por el VIH-1. 

 

Los combinados antirretrovirales más utilizados son Atripla (efavirenz, 

emtricitabine y tenofovir disoproxil fumarato, comercializado por Bristol-Myers Squibb y 

Gilead Science), Truvada (tenofovir disoproxil fumarato y emtricitabine, comercializado 

por Gilead Science, Inc) y Kaletra (lopinavir y ritonavir, comercializado por 

GlaxoSmithKline). Existe otra combinación pendiente de aprobación por parte de la 

FDA, se combina: tenofovir + emtricitabina+ elvitegravir + cobicistat, se llama QUAD y 

está siendo desarrollado por Gilead Sciences.  

En muchos casos, sobre todo en individuos sometidos a terapia antirretroviral 

combinada (TARc), la viremia en plasma se reduce a niveles casi indetectables (< 50 



Introducción                                                                                    Tesis Doctoral 
_____________________________________________________________________________________ 

______________________________________________________________________ 
 
40                                                                                          Barroso-González J. 

copias de ARN viral por mL de sangre). Sin embargo, la supresión de esta terapia da 

lugar a una rápida replicación viral, lo que indica la existencia de reservorios virales de 

latencia de larga duración (Wong et al., 1997). 

 

La latencia viral se caracteriza por la ausencia de expresión génica del 

patógeno en la célula hospedadora, asegurando la supervivencia del mismo durante 

un largo periodo de tiempo. La latencia puede dar lugar a reservorios virales, y su 

establecimiento depende del sitio de integración del provirus, del estado metabólico y 

de activación del hospedador después de la integración, y de la ausencia de niveles de 

expresión suficientes de las proteínas virales Tat, Rev y de otros factores de 

transcripción del hospedador (Siliciano and Siliciano, 2000). Existen varios reservorios 

de latencia en un individuo infectado por el VIH-1. Los principales parecen ser las 

células T CD4+ de memoria en un estado de reposo, los monocitos y células 

dendríticas foliculares, células madre hematopoyéticas (CD34+) e incluso el GALT 

(Alexaki et al., 2008). Las células T CD4+ de memoria en reposo tienen un papel 

importante en la latencia del VIH-1 (Alexaki et al., 2008), gracias en parte a su 

persistencia en el organismos durante largos periodos de tiempo como parte de la 

memoria inmunológica. Una de las características más notables que determina la 

latencia en células T CD4+ en reposo, consiste en la ausencia de señales de 

activación celular, como los factores de transcripción NF-AT y NF-B que actúan 

sinérgicamente con la proteína Tat viral en la expresión génica viral (Stevens et al., 

2006). Otro mecanismo de generación de latencia, en células T CD4+ en reposo, es 

mediado por los miR (microARN, reguladores de la expresión génica mediante la 

inhibición de la traducción de los ARNm contra los que están dirigidos) (Huang et al., 

2007).  

Los monocitos también se han propuesto como reservorios virales de latencia a 

largo plazo, sobre todo un grupo reducido de monocitos que expresan el marcador 

CD16+, y que representan un 5% del total de monocitos. Este grupo de monocitos son 

más susceptibles a la infección por el VIH-1 y permiten la expresión génica viral y la 

replicación cuando se diferencian en macrófagos (Dong et al., 2009).  

Las células dendríticas foliculares son capaces de retener partículas de VIH-1 

en su superficie y transferirlas posteriormente a las células T CD4+ durante la sinapsis 

virológica que tiene lugar en los nódulos linfoides (Alexaki et al., 2008). Otros 

reservorios del VIH-1 pueden encontrarse en las células progenitoras hematopoyéticas 

(HSC, “hematopoietic stem cells”, CD34+) (Alexaki et al., 2008). Estas células parece 
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que se infectan por el VIH-1, in vivo e in vitro con baja eficiencia, dando lugar a una 

infección latente que puede activarse mediante el tratamiento con citocinas y posterior 

diferenciación celular (Carter et al., 2010). La infección de HSC podría permitir la 

presencia del genoma del VIH-1 en múltiples linajes hematopoyéticos, como los 

monocitos/macrófagos del linaje mieloide y las células T del linaje linfoide. Por último, 

parece que el tejido linfoide asociado a la mucosa (MALT, “Mucosal-Associated 

Lymphoid Tissue”) constituye un reservorio viral fuera de la sangre periférica, por su 

importancia en los primeros estadios de la replicación del VIH-1 (Veazey et al., 1998). 

Estos reservorios celulares de latencia pueden reactivarse y dar lugar a una 

infección productiva, y con ello a la transmisión viral. En este sentido, las terapias 

antirretrovirales deben bloquear la generación de reservorios de latencia y/o reactivar 

estos reservorios, en individuos crónicamente infectados, para asegurar la completa 

erradicación del virus del organismo. Por todo ello, y considerando el modo de acción 

de los fármacos antirretrovirales, que no inhiben la infección ni la instalación de los 

reservorios (fracaso terapéutico y cepas resistentes a la terapia), y las características 

de los reservorios virales, se estima que los pacientes crónicamente infectados 

necesitarían estar sujetos a las terapias antirretrovirales actuales durante al menos 60 

años, para una potencial erradicación total del virus del organismo (Finzi et al., 1999). 

 

Toxicidad de terapia antirretroviral y envejecimiento del sistema inmune. 

A pesar de los beneficios de la terapia antirretroviral de alta eficacia, los 

distintos fármacos antirretrovirales que la componen presentan múltiples efectos 

secundarios, algunos de los cuales pueden comprometer el éxito terapéutico, llegando 

a amenazar la vida del paciente (Quirk et al., 2004). Por otro lado, la terapia 

antirretroviral, aunque es capaz de mantener controlada la replicación del VIH-1, no es 

capaz de restaurar totalmente el estatus inmunológico y de salud de un individuo 

infectado. Por ello, los individuos infectados por el VIH-1, sometidos a tratamientos 

antirretrovirales de larga duración, tienen una expectativa de vida más corta que los 

individuos no infectados. Este acortamiento de la vida, se debe a un aumento del 

riesgo de sufrir complicaciones no SIDA (Bhaskaran et al., 2008) como, enfermedades 

relacionadas con el corazón (arterioesclerosis, infarto de miocardio, hipertensión, 

diabetes o dislipidemia), el hígado, el riñón y los huesos (fracturas, osteopenia y 

osteoporosis), cáncer (de hígado, de pulmón, colorrectal, melanomas y enfermedad de 

Hodgkin), debilitamiento neurocognitivo (demencia), aumento de la fragilidad muscular 

(sarcopenia y debilitamiento muscular) y síndrome metabólico (obesidad visceral y 

http://www.google.es/url?sa=t&rct=j&q=mucose%20associated%20lymphoid%20tissue&source=web&cd=2&sqi=2&ved=0CDAQFjAB&url=http%3A%2F%2Femedicine.medscape.com%2Farticle%2F207891-overview&ei=_xqxTuW9FtLE8QORvcXCAQ&usg=AFQjCNE-SPaItj-ie9IejDpTDoN_4P4xKw&cad=rja�
http://www.google.es/url?sa=t&rct=j&q=mucose%20associated%20lymphoid%20tissue&source=web&cd=2&sqi=2&ved=0CDAQFjAB&url=http%3A%2F%2Femedicine.medscape.com%2Farticle%2F207891-overview&ei=_xqxTuW9FtLE8QORvcXCAQ&usg=AFQjCNE-SPaItj-ie9IejDpTDoN_4P4xKw&cad=rja�
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lipodistrofia) (revisado en (Deeks, 2011)). Curiosamente, la mayoría de estas 

complicaciones son comunes en individuos ancianos, por lo que parece que las 

personas infectadas por VIH-1, sufren un envejecimiento prematuro, a nivel metabólico 

y de diferentes componentes del sistema inmune. Actualmente, se sabe que estos 

cambios son consecuencia de la toxicidad de la terapia antirretroviral unida a la 

activación inmune e inflamación persistente debida a la infección y replicación por el 

VIH-1, y que tiene como consecuencia final el deterioramiento de la funcionalidad del 

sistema inmune, y en último término inmunosenescencia (envejecimiento prematuro 

del sistema inmune), que será descrita a continuación.  

Al igual que lo que ocurre con cualquier órgano del cuerpo humano, el sistema 

inmune exhibe cambios significativos con el envejecimiento natural de una persona. 

Este envejecimiento o inmunosenescencia, parece ser consecuencia de una continua 

activación inmune e inflamación (revisado en (Desai and Landay, 2010)), y está 

caracterizado por el reducido número y función de las células madre hematopoyéticas, 

involución tímica, descenso en el número de células T CD4+ naïve circulantes, 

descenso en el ratio CD4/CD8, mayor número de células T de memoria CD28- (CD4+ o 

CD8+) en estado altamente diferenciado e incremento en la secreción de citocinas pro-

inflamatorias (IL-6, IL-1 y TNF). Así mismo, muchas de estas alteraciones 

inmunológicas encontradas en individuos de avanzada edad también pueden ser 

encontradas en individuos infectados por el VIH-1. Estas alteraciones se caracterizan 

por la continua activación del sistema inmune (innato y adaptativo) e inflamación, que 

tiene lugar por la presencia continua de viriones de VIH-1 circulantes (infecciosos y no 

infecciosos). La alta tasa de mutaciones del VIH-1 también tiene su efecto potenciador 

de la activación del sistema inmune, mediante la activación y proliferación de nuevos 

repertorios celulares para el reconocimiento de los nuevos antígenos virales expuestos 

que van a cambiar con rapidez, dirigiendo estos repertorios celulares anérgicos a la 

apoptosis (De Biasi, 2011). Por otro lado, estas alteraciones inmunológicas junto con 

la activación de células T, el incremento en la susceptibilidad a la muerte celular 

inducida por activación y una baja restauración de esta población celular (Kelley et al., 

2009), llevan a una pérdida progresiva (senescencia o apoptosis) de células naïve, de 

memoria y reguladoras. Los factores que influyen en la pérdida de regeneración de las 

células T son varios, entre ellos están la continua renovación de células T, la 

disfunción tímica (o infección directa de timocitos o sus precursores), el estrés 

oxidativo y la acumulación de alteraciones genéticas (revisado en (Deeks, 2011)).  

La ausencia de una respuesta anti-inflamatoria por parte de las células Tregs 

tiene lugar por la contínua activación inmune, y por la acumulación excesiva de 



Tesis Doctoral                                                                                    Introducción 
_____________________________________________________________________________________ 

______________________________________________________________________ 
 
Barroso-González J.                                                                                          43 

mediadores de la inflamación (IL-6, IL-1 y TNF), secretados por células del sistema 

inmune innato (Eggena et al., 2005), aún en presencia de terapia antirretroviral. La 

persistencia de esta inflamación puede ser favorecida por otros factores como la 

replicación del VIH, la presencia de otros patógenos (CMV y herpesvirus) y la 

translocación de lipopolisacáridos (LPS) a través de daños en GALT (Brenchley et al., 

2006; Naeger et al., 2010). Además, los individuos infectados por el VIH-1 presentan 

niveles reducidos de células T CD4+ y CD8+ naïve y de memoria central, y mayores 

niveles de células T CD4+ y CD8+ efectoras terminalmente diferenciadas. Estos datos 

confirman la pérdida de la homeostasis de las células T, la activación inmune y la 

senescencia en individuos infectados por el VIH-1.  

Por otra parte, la inmunosenescencia del sistema inmune por la infección del 

VIH-1 también afecta a la función de las células B y a la respuesta inmune innata 

(monocitos/macrófagos y células dendríticas). Por un lado, el repertorio de células B 

naïve y de memoria también desciende, y por otro lado, la infección por el VIH-1 

parece disminuir la funcionalidad de las células NK, monocitos, macrófagos, pDC y 

neutrófilos (De Biasi, 2011). En este sentido las estrategias para controlar la 

inmunosenescencia pasan por la aplicación de la TARc con compuestos encargados 

de bloquear la activación inmune e inflamación (revisado en (Deeks, 2011)). 

Sin embargo, a pesar de que el acceso a las TARc ha disminuido la patología y 

la mortalidad asociada a la infección por el VIH-1 (Clercq, 2009), la epidemia asociada 

al VIH-SIDA sigue en continua expansión, a consecuencia de la incapacidad de los 

tratamientos de eliminar por completo el virus del organismo de los individuos 

infectados (reservorios virales) (Alexaki et al., 2008), debido a la rápida aparición de 

resistencias y a los efectos secundarios asociados a los tratamientos en uso (Carr, 

2003). Por otro lado, la infección por el VIH, junto con las infecciones oportunistas 

asociadas al SIDA, están constantemente activando respuestas inmunológicas innatas 

y adaptativas, que tiene como consecuencia la liberación continuada de mediadores 

de inflamación. La combinación de ambos procesos, probablemente, termina con un 

rápido envejecimiento temprano de las células T, que junto a la destrucción masiva de 

las células T CD4+ de memoria contribuyen a la generación de inmunodeficiencia en el 

individuo infectado.  

En resumen, la aparición de resistencias frente a los fármacos antirretrovirales, 

que constituye la causa más frecuente del fracaso de los tratamientos, y la existencia 

de santuarios de latencia, replicación y propagación para el VIH-1 en el organismo, 

que impiden la eliminación de los provirus integrados, plantean un obstáculo enorme 
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para la erradicación del virus en la lucha contra el SIDA. Es por esto, que urge 

encontrar nuevas dianas moleculares y celulares anti-VIH-1, necesarias para el 

desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas, y que, por otra parte, resultaría en el 

esclarecimiento de los procesos moleculares y celulares que subyacen a la infección 

de las células del sistema inmune y a los procesos de escape inmunológico del VIH-1. 

1.4. SEÑALIZACIÓN CELULAR Y REORGANIZACIÓN 

DEL CITOESQUELETO DE ACTINA EN LA INFECCIÓN POR EL VIH-1. 

1.4.1. Interacciones no productivas virus-célula independientes 

de CD4 y correceptor (CCR5/CXCR4). 

El primer estadio en la interacción del VIH-1 con la célula hospedadora puede 

estar mediado por la unión inespecífica a lectinas, GAG o a través de interacciones 

ligando-receptor dependiente de proteínas de la superficie celular, como la molécula 

de adhesión LFA-1 (“lymphocyte function-associated antigen 1”) y moléculas de 

adhesión inter-celular (ICAM, “inter-cellular adhesion molecule”), complejos HLA y 

otros antígenos específicos de cada tipo celular, incorporadas selectivamente o no en 

la membrana del virión durante el empaquetamiento y salida de las nuevas partículas 

virales (revisado en (Ott, 2008)). La interacción de estas moléculas con sus parejas 

específicas presentes en la célula diana, parecen potenciar la infectividad (Ott, 2008), 

y podrían activar rutas, aún desconocidas, de señalización cuyo resultado final estaría 

relacionado con un cambio del estado de activación de la célula que favoreciera la 

entrada viral. 

Entre las proteínas incorporadas en la superficie del virión, podemos encontrar 

a los antígenos CD55 y CD59 que parecen proteger al VIH-1 de su destrucción por el 

sistema del complemento, evitando la unión y formación del complejo de ataque a la 

membrana (Saifuddin et al., 1995). Otros componentes celulares incorporados en las 

partículas de VIH-1 son CD28, CD152, CD80 y CD86, su presencia incrementa la 

unión del virus con la célula diana, la internalización viral, y la replicación mediante la 

activación, en sinergia con TcR/CD3, del factor de transcripción NF-B (Giguere et al., 

2004; Giguere et al., 2005). También se ha descrito que el VIH-1 incorpora grandes 

cantidades de MHC-II (HLA-DR) cargadas con antígenos, que pueden inducir la 

activación y proliferación de células T CD4+ específicas de antígeno (Roy et al., 2005). 

Por otra parte, la unión de la proteína gp120 del VIH-1 a la integrina 47, de manera 

independiente de CD4, parece favorecer la estabilización de la sinapsis viral 
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permitiendo la transmisión viral célula a célula (Arthos et al., 2008). Esta integrina está 

asociada a CD4 y a CCR5, se expresa preferencialmente en células T CD4+ activadas 

localizadas en el MALT y son altamente susceptibles a la infección por el VIH-1 

(revisado en (Cicala et al., 2011)). Además, la proteína de envoltura viral gp120 del 

VIH-1 puede interaccionar con proteoglicanos heparán sulfato (HS) de la superficie 

celular, interfiriendo en la interacción entre gp120-CXCR4 (Roderiquez et al., 1995). 

En este sentido, recientemente se ha desarrollado la síntesis de conjugados entre 

compuestos miméticos de CD4 unidos a HS, que se unen a la envuelta viral gp120 

inhibiendo la entrada e infección de ambos tropismos virales (Baleux et al., 2009). 

Por otro lado, otras proteínas que modulan la infección por el VIH-1 son las 

tetraspaninas (de 4 dominios de transmembrana, TM4). Por un lado, estas TM4 son 

reclutadas a los sitios de salida viral durante la sinapsis viral (Jolly and Sattentau, 

2007). En este sentido, la sobreexpresión de las tetraspaninas CD63, CD9 y CD81, en 

la célula productora de virus, reduce la infectividad, la transmisión y la fusión viral 

(Krementsov et al., 2009; Weng et al., 2009). Por otro lado, la interferencia específica, 

mediante un ARN interferente (ARNi), de la expresión de CD9 y CD81 en la célula 

diana, potencia la entrada viral y la formación de sincitios, mientras que la 

sobreexpresión de CD9 y CD81 tiene el efecto contrario (Gordon-Alonso et al., 2006). 

La fusión y entrada del VIH-1 se ha visto que también ocurre en áreas 

específicas de la superficie celular enriquecidas en los receptores virales y en actina, 

tales como “ruffles”, microvellosidades y microdominios de membrana (denominados 

“lipid rafts”) (Singer et al., 2001; Steffens and Hope, 2003), necesarios para que tenga 

lugar la fusión entre las membranas celular y viral de manera eficiente (Hug et al., 

2000; Nguyen and Taub, 2002; Viard et al., 2002). Uno de los componentes de los 

“lipid rafts”, el colesterol, también es necesario durante el estadio de entrada viral. En 

este sentido, la reducción del contenido en colesterol de la membrana plasmática de 

linfocitos y macrófagos afecta negativamente al agrupamiento de los receptores virales 

inducido por la proteína viral gp120 (Manes et al., 2000; Popik et al., 2002), e inhibe la 

fusión de las membranas celular y viral (Viard et al., 2002). Por último, otro mecanismo 

descrito, previo a la entrada del virus en la célula, es el movimiento del VIH-1 a lo largo 

de los filopodios de manera dependiente de actina y miosina II, hasta llegar a un lugar 

favorable para la entrada viral (Lehmann et al., 2005). En resumen, como veremos 

más adelante, el comportamiento y remodelación dinámica de estas estructuras 

depende del citoesqueleto de actina cortical y de la activación o inhibición de las 

diversas proteínas de unión a actina, como aquellas responsables del corte o 
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crecimiento de los filamentos de actina, el recubrimiento de actina y formación de 

estructuras complejas de actina (Mangeat et al., 1999). 

1.4.2. Señalización a través de CD4. 

La unión de la proteína viral gp120 a CD4 activa rutas de señalización que, 

aunque en principio descritas como innecesarias para la entrada del VIH-1 (Salzwedel 

et al., 2000), son capaces de facilitar la integración del genoma viral en la célula diana 

y modular la replicación viral (Cicala et al., 2006a; Cicala et al., 2002; Kinter et al., 

2003). De manera global, se pueden clasificar dos conjuntos de señales inducidas a 

través de CD4, aquellas que favorecen la supervivencia de la célula infectada 

impidiendo su muerte y asegurando la replicación viral, y las señales de defensa 

contra la infección que tratarían de inhibir la replicación viral en la célula infectada 

mediante señales de muerte celular. 

La primera señal “positiva” descrita que favorece el ciclo de vida del VIH-1, e 

inducida por la unión entre gp120 con CD4 en células T, fue la fosforilación de la 

tirosín quinasa p56Lck, que parece disociarse posteriormente de la cola citoplasmática 

de CD4, permitiendo la endocitosis del receptor (Goldman et al., 1994; Juszczak et al., 

1991; Trushin et al., 2010). Este proceso de endocitosis y “down”-regulación de CD4 

podría ser clave para asegurar el proceso infectivo y la supervivencia de las partículas 

de VIH-1 incorporadas en primera instancia, al evitar la lisis de la célula diana por 

superinfección (Nethe et al., 2005). La activación de p56Lck, por unión de gp120 a CD4, 

estimula la actividad de las quinasas PI3K y PI4K (“phosphatidylinositol 4-kinase”) 

(Briand et al., 1997; Prasad et al., 1993; Schmid-Antomarchi et al., 1996). La activación 

de PI3K y posteriormente de la proteína quinasa B (PKB/Akt) por el VIH-1, parece ser 

importante para prolongar la supervivencia de las células infectadas (Ji and Liu, 2008). 

Igualmente, p56Lck se asocia, fosforila y activa la quinasa Ser/Thr Raf-1, de manera 

independiente de Ras (Popik and Pitha, 1996). La activación de Raf-1, da lugar a la 

activación de la ruta MEK/ERK (“mitogen-activated protein kinase\ERK 

kinase”/“extracellular-signal-regulated kinase”), con posterior activación de los factores 

de transcripción NF-B y AP-1, que van a incrementar la actividad del promotor del 

VIH-1 (de manera dependiente o independiente de Tat), además de activar el promotor 

de genes codificantes para diversas citocinas (por ejemplo, IFN, TNF-, IL-1, IL-6 e 

IL10) capaces a su vez de incrementar la transcripción del provirus del VIH-1 integrado 

(Benkirane et al., 1994; Briant et al., 1998; Chirmule et al., 1995; Oyaizu et al., 1991; 

Popik et al., 1998; Popik and Pitha, 1996; Tamma et al., 1997). La unión de gp120 a 
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CD4, también puede activar Ras que promueve la replicación viral a través de la 

producción de TNF-, y activación posterior de NF-B (Tamma et al., 1997). Además, 

la activación de la ruta MEK/ERK depende del dominio citoplasmático de CD4, por lo 

que parece que la interacción de CD4 con p56Lck es necesaria para activar estas 

señales (Popik et al., 1998). A parte del factor de transcripción NF-B, también se ha 

mostrado un efecto sinérgico en la unión de gp120 con CD4 y con CXCR4 o CCR5, en 

la activación de la replicación del VIH-1 a partir del factor de transcripción NF-AT 

(Cicala et al., 2006a; Cicala et al., 2002). Por tanto, la activación parcial de la célula T 

CD4+ por unión de gp120 a CD4, independientemente de TcR, favorecería su 

disfuncionalidad, evitando la posterior activación y proliferación de estas células a 

través de señales que si dependen del complejo TcR/CD3 e inducción de IL-2 (Cefai et 

al., 1990; Chirmule et al., 1999; Hubert et al., 1995; Tamma et al., 1997). 

Otra señal, dependiente de la unión entre gp120 y CD4, que favorece la 

entrada viral e infección consiste en una activación intracelular, de origen aún 

desconocido, que da lugar a un incremento de la tubulina acetilada (en Lys40) total 

celular, localizada y acumulada en las zonas de contacto virus-célula (Valenzuela-

Fernandez et al., 2005). Una de las proteínas citoplasmáticas que une y regula el 

estado de acetilación de tubulina es la histona desacetilasa 6 (HDAC6) (Matsuyama et 

al., 2002). Así, la sobreexpresión de HDAC6 provoca una disminución de la cantidad 

de tubulina acetilada total célular disminuyendo la susceptibilidad celular a la infección 

y replicación por el VIH-1 (Valenzuela-Fernandez et al., 2005), un efecto también 

generado por la expresión de la cola citoplamática de gp41 (Malinowsky et al., 2008) y 

por la expresión de un dominante activo de RhoA (RhoV14) (Wang et al., 2000). 

Además, se ha descrito recientemente la necesidad de la activación de RhoA y su 

efector, la quinasa dependiente de Rho (ROCK), de manera dependiente de Filamina 

A y de la unión de gp120 con CD4 y un correceptor, para la entrada viral (Jimenez-

Baranda et al., 2007). ROCK activaría a LIMK1 (“LIM Motif-containing Protein Kinase”) 

que a su vez inactiva a cofilina por fosforilación, permitiendo un estadio temprano de 

polimerización de actina. Esta polimerización también está asociada a un incremento 

de la unión constituida entre Filamina A con CD4 y CXCR4, agrupándose en la zona 

de contacto virus-célula, lo que favorece la entrada viral e infección (Jimenez-Baranda 

et al., 2007).  

Asimismo, recientemente se ha descrito que el incremento en la F-actina 

debido a la unión de gp120 a CD4, inhibe la migración de células T CD4+ en respuesta 

a SDF-1, favoreciendo la diseminación viral por acumulación de células T CD4+ en 

los nodos linfoides (Vasiliver-Shamis et al., 2008). La inhibición de la migración celular 
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parece que depende de la inhibición de la dinámica del córtex de F-actina por 

fosforilación e inactivación de cofilina, de manera dependiente de la activación de 

p56Lck por unión entre gp120 y CD4 (Trushin et al., 2010), en contraste al efecto 

inhibidor de la migración celular descrito debido a la reducción de la expresión 

superficial de CXCR4, por fosforilación e internalización, mediado por la unión entre 

gp120 con CD4 y posterior activación de p56Lck en células T CD4+ (Su et al., 1999), o 

proteín quinasa C (PKC) en monocitos (que carecen de p56Lck) (Wang et al., 1998). 

Aún así, el intermediario que actúa entre la activación de la tirosín quinasa p56Lck y la 

fosforilación de cofilina (en Ser-3), y de la cola citoplasmática de CXCR4 (en Ser/Thr), 

aún está por determinar. 

Por último, recientemente se ha descrito que la unión de gp120 a CD4 activa 

las células Tregs CD4+/CD25+, por estimulación dependiente de p56Lck de la 

producción de adenosín monofosfato cíclico (AMPc) inducida por proteína Gs. Este 

AMPc difunde posteriormente a través de uniones en hendidura desde la célula Treg 

hacia la célula T efectora donde inhibe la actividad de p56Lck por activación de la 

proteín quinasa A (PKA) a través del AMPc difundido. Este efecto provoca la 

incapacidad de la célula T efectora de responder a estímulos específicos contra el 

VIH-1 mediados por el complejo TcR/CD3 (Becker et al., 2009). 

Con respecto a las señales “negativas” que impiden el correcto desarrollo del 

ciclo de vida del VIH-1, las más importantes son las que tienen lugar mediante la 

muerte celular programada (apoptosis) de la célula infectada. Por ejemplo, las 

citocinas TNF- e IFN-, aún potenciando la replicación viral, tienen la capacidad de 

desencadenar un programa de apoptosis de las células T por sobreexpresión del 

antígeno Fas (CD95) (Oyaizu et al., 1994), aunque el papel de Fas en el proceso de 

apoptosis inducido por el VIH-1 parece controvertido (Ohnimus et al., 1997). Por otro 

lado, las caspasas implicadas en el proceso de muerte celular programada pueden ser 

activadas por la proteína de la envuelta del VIH-1 (Ohnimus et al., 1997). Además, la 

activación, por cepas de VIH-1 X4 y R5 trópicas, de las caspasas 3 y 6 en linfocitos es 

dependiente de la unión de la envuelta viral a CD4 (Cicala et al., 2000). La activación 

de estas caspasas provoca el corte de uno de sus sustratos, la quinasa de las 

adhesiones focales (FAK, “focal adhesion kinase”), que también es activada por la 

interacción con el VIH-1, junto a otro miembro de la familia FAK, la tirosín quinasa 2 

rica en Pro (Pyk2, “proline-rich tyrosine kinase 2”) (Cicala et al., 1999). En este sentido, 

parece que mientras Pyk2 induce apoptosis, FAK activa fosforilada presenta actividad 

protectora de apoptosis y su corte por caspasa-3 parece estar asociado con los 
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estadios iniciales de la muerte celular programada (Levkau et al., 1998; Xiong and 

Parsons, 1997). 

Diversos estudios han determinado que la infección productiva por el VIH-1 

desencadena un proceso de apoptosis celular que parece ser independiente de la 

región citoplasmática de CD4 (Guillerm et al., 1998) y, por tanto, independiente de la 

unión entre p56Lck y CD4 (Moutouh et al., 1998), aunque, sin embargo, la unión entre 

ambas puede acelerar la transmisión de una señal de muerte celular, al parecer en un 

estadio posterior a la expresión génica del VIH-1 post-entrada (Corbeil et al., 1996; 

Guillerm et al., 1998). 

Por otro lado, se ha descrito in vitro la activación de un programa de muerte de 

células T CD4+ “bystander”, que depende de la unión superficial entre CD4 y gp120, y 

la posterior inducción de activación inmune de esas células a través del complejo 

TcR/CD3, por patógenos que coinfectan con el VIH-1, por superantígenos expresados 

por los patógenos o por la propia respuesta inmune inducida contra el VIH-1 (Banda et 

al., 1992; Groux et al., 1992). Además, se ha implicado a la fosfatasa CD45 en la 

apoptosis de células T CD4+ inducida por gp120 y en presencia de señal estimuladora 

dependiente del TcR como se ha descrito anteriormente (por un antígeno activador u 

otro agente infeccioso), mediante la sobreexpresión y activación de la ruta FasL/Fas e 

inhibición de las rutas de supervivencia dependientes de la activación de PI3K/Akt 

(Anand and Ganju, 2006). 

En la mayoría de los casos, la unión de la proteína de la envuelta viral gp120 a 

CD4, desencadena una señalización celular que depende de la activación de p56Lck, 

una tirosín quinasa ausente en células del linaje mieloide, una población de células 

diana de la infección por el VIH-1. La ausencia de p56Lck, protegería a los 

monocitos/macrófagos de la inducción de mecanismos de apoptosis, lo que explicaría, 

la mayor persistencia de los monocitos/macrófagos, en comparación a las células T 

CD4+, durante el curso de la infección por el VIH-1 y progresión hacia fase SIDA, 

representando importantes reservorios virales (Crowe and Sonza, 2000). Asimismo, la 

expresión de p56Lck, en células T CD4+, evita la endocitosis constitutiva de CD4, que 

ocurriría en ausencia de ésta (Pelchen-Matthews et al., 1995). El bloqueo de esta 

endocitosis constitutiva, alarga la presencia de CD4 en la superficie celular 

favoreciendo los contactos con la envuelta del virus aumentando la eficiencia de la 

infección viral. Por tanto, en el caso de monocitos/macrófagos, la probabilidad de 
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contactos entre CD4 con la envuelta es menor, por lo que se reduciría la eficiencia de 

la infección por el VIH-1. 

1.4.3. Señalización a través de receptores de quimiocinas 

CCR5/CXCR4. 

El descubrimiento del requerimiento necesario de los receptores de 

quimiocinas, CCR5 y CXCR4, como correceptores para la infección por el VIH-1, 

permitió estudiar la posible señalización celular inducida por la unión del VIH-1 a estos 

receptores, y la importancia o no de esta señalización durante el proceso de fusión, 

infección y replicación viral. Estos estudios determinaron que la unión de gp120 a los 

correceptores activa rutas de señalización similares, aunque no idénticas, a las 

generadas por la unión de sus ligandos naturales, RANTES y SDF-1 

respectivamente. Las señales activadas por la interacción de la proteína de la envuelta 

viral con los correceptores CCR5 y CXCR4 comprenden la liberación de Ca2+ 

citoplasmático (Alfano et al., 1999; Arthos et al., 2000; Balabanian et al., 2004; Harmon 

and Ratner, 2008; Lee et al., 2003; Liu et al., 2000; Melar et al., 2007), la activación de 

canales iónicos (Liu et al., 2000), la activación de la tirosín quinasa Pyk2 (Cicala et al., 

1999; Davis et al., 1997; Del Corno et al., 2001; Harmon and Ratner, 2008; Lee et al., 

2003; Misse et al., 1999), la fosforilación y activación de FAK (Cicala et al., 1999; 

Kinter et al., 2003), la fosforilación de ZAP70 (Cicala et al., 1999; Kinter et al., 2003), la 

activación de PKC (Harmon and Ratner, 2008), la activación de PI3K/Akt (Balabanian 

et al., 2004; Francois and Klotman, 2003; Lee et al., 2003), la disminución del AMPc 

(Guntermann et al., 1999), la activación de la ruta MAPK ERK1/2 (Balabanian et al., 

2004; Kinet et al., 2002; Popik et al., 1998; Popik and Pitha, 1998), la activación de la 

ruta MAPK p38 (Del Corno et al., 2001; Lee et al., 2003; Misse et al., 2001; Popik and 

Pitha, 1998), la activación de la ruta MAPK JNK (Del Corno et al., 2001; Lee et al., 

2003; Misse et al., 2001; Popik and Pitha, 1998), la secreción de metaloproteasas 

(Misse et al., 2001), quimiotaxis celular (Iyengar et al., 1999; Lin et al., 2000; Misse et 

al., 1999), inducción de la secreción de -quimiocinas (Del Corno et al., 2001; Fantuzzi 

et al., 2001; Lee et al., 2003) y la remodelación del citoesqueleto de actina (Balabanian 

et al., 2004; Harmon and Ratner, 2008; Pontow et al., 2004; Yoder et al., 2008). 

En cuanto a la señal de liberación de calcio y quimiotaxis detectada en células 

T CD4+ activadas, células dendríticas inmaduras y macrófagos, ésta es más intensa 

con envueltas R5 trópicas que con envueltas X4 trópicas (Lee et al., 2003; Lin et al., 

2000; Liu et al., 2000), posiblemente por una menor expresión de CXCR4. Algunas de 
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estas señales, han mostrado ser activadas a través de proteína Gi sensible a PTX 

(“Pertussis toxin”) en líneas celulares T CD4+ transformadas (Davis et al., 1997), y 

también ser insensibles a PTX en células T CD4+ primarias y macrófagos y, por tanto, 

activadas a través de una subunidad distinta de la proteína G (Cicala et al., 1999; Del 

Corno et al., 2001; Lee et al., 2003), o dependientes de la entrada de Ca2+ desde el 

medio extracelular a través de canales CRAC (“Ca2+ release-activated Ca2+”) en 

macrófagos (Del Corno et al., 2001).  

Por último, cabe destacar que la mayoría de los eventos de señalización celular 

inducidos por la proteína gp120 tienen lugar independientemente del tropismo pero 

con distinta intensidad, lo que podría indicar un patrón diferencial en el resultado final 

de la señalización, por ejemplo, sobre la inducción de diferentes factores de 

transcripción (Cicala et al., 2006b). Estas diferencias en la intensidad de la activación 

de señales intracelulares por las envueltas X4 y R5 trópicas del VIH-1, por ejemplo, 

por diferencias en la amplitud, frecuencia y longitud de la señal de elevación de Ca2+ 

intracelular, indicaría diferencias en la capacidad de activar toda una serie de 

moléculas dentro de una determinada ruta de señalización. En este sentido, se ha 

determinado que aproximadamente 10 pM de gp120 recombinante soluble es 

suficiente para iniciar la señalización (por liberación de Ca2+ citoplasmático) a través 

de los correceptores CXCR4 y CCR5 en células T CD4+ primarias no estimuladas, una 

cantidad de gp120 presente en el suero de pacientes infectados por el VIH-1. 

Asimismo, esta señalización puede ser iniciada por una cantidad de viriones que oscila 

entre dos y cuatro (Melar et al., 2007).  

Aunque parece claro que la envuelta del VIH-1 estimula la activación de rutas 

de señalización en la célula diana, no existe un claro consenso sobre si esta 

señalización es necesaria para la infección por el VIH-1.  

Por un lado, diversos estudios han sugerido que la señalización mediada por el 

correceptor es dispensable para la entrada del VIH-1 en la célula diana. Esta 

conclusión deriva de estudios realizados en líneas celulares transformadas, 

bloqueando la señalización a través de proteína Gi con PTX, estudios utilizando 

deleciones de la cola C-terminal citoplasmática de los correceptores, infecciones en 

condiciones de desensibilización del correceptor, o mediante la utilización de mutantes 

en el dominio DRY (Arp-Arg-Tyr) de unión a proteína Gi y Gq, presente en el ICL2 

del receptor y que es importante para la activación de la señalización celular 

dependiente de ligando. Se observó que mutantes del dominio DRY (Arp125-Arg-Tyr127) 

y la deleción de la cola C-terminal citoplasmática de CCR5, que impiden la 
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movilización de Ca2+ y la desensibilización e internalización del receptor, 

respectivamente, no alteran la capacidad de CCR5 de actuar como correceptor para la 

infección por el VIH-1 (Alkhatib et al., 1997a; Gosling et al., 1997). En este sentido, 

otro estudio realizado con un mutante Tyr297Ala del septimo dominio transmembrana 

de CCR5, incapaz de movilizar Ca2+ y de permitir la internalización del receptor, 

mostró que la señalización a través de CCR5, su fosforilación, desensibilización e 

internalización, son dispensables para la entrada del VIH-1 (Aramori et al., 1997). Por 

otro lado, otros mutantes de CCR5, Asp76Asn (en el segundo dominio 

transmembrana), Arg126Asn y Asp125Asn/Arg126Asn (ambos del dominio DRY presente 

en el ICL2 de CCR5), incapaces de movilizar Ca2+ en respuesta a agonistas, favorecen 

la entrada viral de manera tan eficiente como el correceptor CCR5 funcional (Farzan et 

al., 1997). Por último, un receptor quimérico de CCR5 que contiene la mitad N-terminal 

de CCR2b (que sólo permite la entrada de cepas virales dual trópicas, y no de cepas 

virales R5 trópicas de VIH-1) y la mitad C-terminal de CCR5 (desde el ECL2), es 

capaz de señalizar por unión de los ligandos MIP-1, MIP-1, RANTES y MCP-1, pero 

no es capaz de permitir la infección por cepas virales R5 trópicas del VIH-1. Estos 

resultados indicarían que la actividad correceptora para el VIH-1 puede disociarse de 

la respuesta del receptor a su ligando natural (Atchison et al., 1996). 

En cuanto a CXCR4, se ha visto que los mutantes Asp187Ala (presente en el 

ECL2) y i3Ala (que carece de los cuatro residuos Ser227-His-Ser-Lys230 del ICL3, 

necesarios para la activación de eventos de señalización intracelular mediados por -

arrestina) que aún siendo defectivos en la señalización mediada por SDF-1 (Brelot et 

al., 2000), siguen permitiendo la entrada de cepas virales X4 trópicas del VIH-1 (Brelot 

et al., 2000; Tokunaga et al., 2001). Además, mutantes de CXCR4 en el dominio DRY 

(Asn133-Ala-Ala135) y mutantes de CXCR4 que carecen de la cola C-terminal 

citoplasmática (desde el residuo Ser319, además de contener mutaciones en los 

residuos Ser312 y Thr318), que evitan la señalización a través de proteína G e impiden la 

endocitosis del receptor, también permiten la fusión dependiente del VIH-1 (Lu et al., 

1997). Otro trabajo mostró que una construcción de CXCR4 sin el dominio 

citoplasmático (CXCR4 Cyt, que no permite su internalización inducida por SDF-1), 

no se encuentra afectado en su capacidad de actuar como correceptor para la entrada 

del VIH-1, sin embargo, afecta a la supresión de la infectividad que tendría lugar 

mediante la internalización del receptor inducida por ligando (Amara et al., 1997).  

Estas conclusiones fueron obtenidas en líneas celulares transformadas donde 

la necesidad de esta señalización, puede ser diferente a los requerimientos de dicha 
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señalización durante la infección de células primarias. Por ello, se determinó en 

células primarias (PBMC, “Peripheral blood mononuclear cells”, células mononucleares 

de sangre periférica) naïve, activadas y macrófagos, aisladas de individuos 

homocigóticos CCR532, la no implicación de la señalización a través de proteína Gi 

o Gq de CCR5 en la infección y replicación del VIH-1 (Amara et al., 2003). Estos

resultados fueron obtenidos mediante la expresión, en células primarias y macrófagos, 

de mutantes de CCR5 en el dominio DRY (Arg126Asn y Asp125Asn/Arg126Asn) 

deficientes en cuanto a la señalización a través de proteína G, con respecto a la 

proteína salvaje. Se mostró que ninguna de las construcciones afectó a la infección 

por cepas virales R5 trópicas, por lo que la señalización y la infección parecen estar 

disociadas en el contexto del VIH-1 (Amara et al., 2003). Sin embargo, en otro trabajo 

se observó que la transfección del mismo mutante en el dominio DRY de CCR5 

(Arg126Asn), en PBMC no activados (CD25-/CD69-) de distintos donantes, bloqueó la 

infección por cepas virales R5 trópicas de VIH-1, sin afectar a la infección por cepas 

virales X4 trópicas (Lin et al., 2005).  

Por otro lado, aunque los trabajos descritos anteriormente parecen indicar que 

la señalización de los correceptores por unión a la envuelta del VIH-1, es una función 

innecesaria para la entrada y replicación viral, también hay estudios contrarios que 

proponen que la activación de estas señales son necesarias para una infección 

eficiente por el VIH-1, o que al menos podrían contribuir a la patogénesis del VIH-1 

afectando a eventos post-entrada como la replicación viral. En primer lugar, como 

hemos visto anteriormente, parece que la señalización a través de proteína Gi 

(sensible a PTX) asociada al dominio DRY del bucle ICL2 de CCR5 es necesaria para 

una replicación eficiente del VIH-1 en PBMC no estimuladas (Lin et al., 2005), y 

estimuladas con PHA/IL-2 (Guntermann et al., 1999). Sin embargo, el tratamiento de 

PBMC (activados con PHA/IL-2) con el oligomero  de PTX (que modula la 

señalización independiente de proteína Gi), también bloquea la entrada de cepas 

virales R5 trópicas evitando la transcripción reversa del ARN viral (Alfano et al., 1999), 

e inhibiendo la replicación de cepas virales X4 trópicas en varios estadios posteriores 

a la transcripción reversa (Alfano et al., 2000). Por otra parte, parece que sólo aquellas 

cepas virales R5 trópicas que activan señales a través de CCR5, con un cierto umbral 

(medido por incremento de Ca2+ citoplasmático), en macrófagos, son capaces de 

completar la transcripción reversa y replicar de manera eficiente (Arthos et al., 2000). 

Incluso, la señalización a través de CCR5 por sus ligandos naturales, puede favorecer, 

en macrófagos y en células T, la replicación de cepas virales X4 trópicas, mientras que 

bloquean la replicación de cepas R5 trópicas de VIH-1 (Arthos et al., 2000; Kinter et 
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al., 1998; Popik and Pitha, 2000). Este bloqueo de la replicación de cepas R5 trópicas 

de VIH-1, por la señalización derivada de los ligandos naturales de CCR5, parece 

revertirse con el tratamiento con PTX (Kinter et al., 1998), mientras que también se ha 

descrito lo contrario (Cocchi et al., 1996). A parte de las rutas de señalización 

dependientes de proteína Gi (sensibles a PTX), también se ha descrito la activación, 

por parte del VIH-1, de rutas de activación insensibles a PTX dependientes de Gq, 

Gs e independientes de proteína G (Del Corno et al., 2001; Kanmogne et al., 2007; 

Lee et al., 2003; Masci et al., 2003). En este sentido, recientemente se ha descrito la 

participación de la señalización dependiente de la subunidad Gq asociada a CCR5 

en el proceso de entrada viral, descartando la participación de la ruta de señalización 

dependiente de proteína Gi y proteína Gs (Harmon and Ratner, 2008).  

Igualmente, estudios realizados en células primarias T CD4+ no estimuladas 

indican que la unión entre la proteína viral gp120 y CXCR4 es necesaria para la 

activación de diversas rutas de supervivencia celular, dependientes de PI3K/Akt y Erk-

1/2 MAPK, requeridas para el correcto desarrollo del ciclo de vida del virus 

(Balabanian et al., 2004). Del mismo modo, la infección por cepas X4 trópicas del VIH-

1 en células T no proliferativas puede ser bloqueada por el tratamiento con PTX, en 

estadios posteriores a la fusión entre la membrana celular y viral (Yoder et al., 2008). 

Esta inhibición sólo ocurre en células T no proliferativas, porque como se ha descrito 

anteriormente, el tratamiento con PTX en células T primarias activadas o 

transformadas no inhibe la infección y/o replicación del VIH-1 (Alkhatib et al., 1997a; 

Cocchi et al., 1996; Harmon and Ratner, 2008). Aún así, la inhibición de la infección y 

replicación por PTX también ha sido descrita para la infección de virus R5 trópicos en 

células T primarias no estimulas (Lin et al., 2005), y estimuladas (Guntermann et al., 

1999), por lo que la relación entre la señalización a través de proteína Gi con el 

estado de activación celular necesita más investigación. Además, la regulación de la 

internalización y del reciclaje de los correceptores virales puede, a su vez, condicionar 

la propagación viral, al afectar a la actividad anti-viral ejercida por los ligandos 

naturales de estos correceptores. En este sentido, la actividad anti-viral de SDF-1 

(CXCL12) frente a cepas X4 trópicas del virus VIH-1 depende de la correcta ocupación 

e internalización de CXCR4 (Amara et al., 1997), esta última, mediada por la molécula 

motora miosina IIA no muscular, y de forma dependiente de SDF-1 (Rey et al., 2007). 

Por último, cabe resaltar la asociación constitutiva entre CD4 y CCR5 en la 

membrana plasmática, incluso en ausencia de la proteína viral gp120, importante para 

una rápida infección de las células diana por cepas virales R5 trópicas (Xiao et al., 



Tesis Doctoral                                                                                    Introducción 
_____________________________________________________________________________________ 

______________________________________________________________________ 

Barroso-González J.              55 

1999), de manera dependiente de la activación de gp120 por CD4 previa a la unión al 

correceptor CCR5 (Trkola et al., 1996; Wu et al., 1996). Por otro lado, la asociación 

entre CD4 y CXCR4 es muy baja, incrementándose significativamente de manera 

inducible por la unión entre gp120 y CD4 (Lapham et al., 1999; Ugolini et al., 1997; 

Wang et al., 2004; Xiao et al., 1999), un proceso directamente relacionado con una 

mayor eficiencia de la fusión e infección viral (Lapham et al., 1996; Lee et al., 2000; 

Singer et al., 2001). Estos datos indicarían diferencias, entre ambos tropismos, en 

relación al patrón de señalización inicial y al curso temporal de la entrada e infección 

de la célula diana. De hecho, como se ha indicado anteriormente, la señalización 

ejercida por envueltas R5 y X4 trópicas del VIH-1 sobre el estado metabólico y 

transcripcional de PBMC en reposo es diferente y parece ser independiente de la 

unión del VIH-1 a CD4 (Cicala et al., 2006b).  

Las diferencias en las conclusiones obtenidas por los diferentes grupos de 

investigación dependen, en gran medida, de la diversidad de líneas celulares 

utilizadas, del estado de activación y diferenciación de estas líneas celulares, y la 

metodología empleada. Pero sin lugar a dudas, en su conjunto, son clara prueba de la 

complejidad de la señalización celular inducida por el virus VIH-1 en las primeras 

etapas del ciclo de vida viral, y de su importancia para asegurar la fusión y entrada 

viral de manera eficaz, necesario para el establecimiento de los reservorios de latencia 

viral y para la diseminación sistémica del virus, siempre evitando las respuestas anti-

virales de los diferentes componentes del sistema inmune. 

1.4.4. Remodelación del citoesqueleto de actina en la invasión 

por microorganismos.  

La actina es una de las proteínas más abundantes en la mayoría de tipos 

celulares. Se trata de una proteína de 43KDa globular con una hendidura central 

ocupada por un nucleótido, adenosín trifosfato (ATP) o adenosín difosfato (ADP). La 

actina puede encontrarse en dos estados, monomérica (G-actina) o formando 

filamentos (F-actina). Los filamentos de actina son fibras de 7-9 nm de diámetro 

formados a partir de la unión no covalente entre subunidades de G-actina. La 

transición de la actina de un estado a otro le aporta una dinámica que le permite 

participar de manera precisa en una gran cantidad de procesos celulares, 

determinando la formación de estructuras celulares como lamelas, filopodios, fibras de 

estrés y adhesiones focales (Bailly and Condeelis, 2002). La actina es esencial para la 

supervivencia de la mayoría de las células por varios motivos: los filamentos de actina 
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ofrecen un soporte mecánico para la estructuración intracelular, proporciona pistas 

para el movimiento de estructuras intracelulares y representa la principal fuerza para el 

movimiento celular.  

Los filamentos de actina son estructuras polarizadas, es decir, presentan dos 

extremos diferenciados, el positivo (“(+)”) y el negativo (“(-)”). El extremo (+) es el más 

dinámico y se encuentra favorecido para la adición rápida de nuevos monómeros de 

actina que van a encontrarse unidos al nucleótido ATP, y el extremo (-) es el extremo 

del que se van a separar las subunidades de actina unidos al nucleótido ADP (con un 

intermediario ADP + Pi), que se incorporan luego en el extremo (+) una vez recuperen 

el ATP en el citoplasma celular. Este fenómeno de continua renovación de los 

filamentos de actina por entrada de monómeros en el extremo (+) y salida desde el 

extremo (-) se conoce como “actin threadmilling” de filamentos de actina (Pollard and 

Borisy, 2003). 

La organización y polimerización de la actina se encuentran reguladas espacial 

y temporalmente de manera precisa en respuesta a una amplia variedad de estímulos 

externos, como citocinas, factores de crecimiento y hormonas. Estos estímulos inician 

en la célula una serie de eventos de señalización cuyo resultado consistirá en la 

remodelación dinámica del citoesqueleto de actina, una característica fundamental 

para la vida celular. Uno los aspectos más interesantes de la dinámica de actina 

consiste en la regulación del ensamblaje y desensamblaje de los filamentos de actina, 

mediante el control del balance homeostático entre las dos formas de actina en 

respuesta a estos estímulos (Ridley and Hall, 1992; Ridley et al., 1992). Esta 

regulación tiene lugar mediante la estimulación o la inhibición de la actividad de las 

proteínas accesorias de unión a actina (ABP, “actin binding protein”).  

Las ABP que van a regular todos estos procesos a nivel de la superficie celular 

se van a diferenciar en: Proteínas capaces de iniciar la polimerización y elongación de 

filamentos de actina (como RhoGTPasas, el complejo Arp2/3, la familia de proteínas 

WASP/WAVE, profilina y las forminas); Proteínas de recubrimiento y corte de 

filamentos de actina (como las encargadas de unirse a los extremos de crecimiento 

positivo evitando la elongación de estos filamentos como gelsolina, CapG, Eps8 y 

twinfilina; las proteínas encargadas de cortar los filamentos de actina como gelsolina y 

ADF/cofilina; las encargadas de disociar monómeros de actina de los extremos (-) de 

los filamentos como ADF/cofilina; y las encargadas de evitar el intercambio ADP-ATP 

en los monómeros de actina liberados en el citoplasma como ADF/cofilina); Proteínas 

encargadas de la formación de estructuras paralelas o entrelazadas de filamentos de 
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actina (mediante la formación de uniones cruzadas como filamina y -actinina, o 

paralelas entre filamentos de actina como fimbrina, valina y fascina, o conectando 

estos filamentos de actina a la membrana plasmática celular como las ERM; y 

proteínas encargadas de unirse y secuestrar monómeros de actina (como profilina y 

timosina -4) (Pollard and Borisy, 2003). 

Para el VIH-1, igual que para otros muchos virus (“murine leukemia virus”, 

“vesicular stomatitis virus”, “human papilloma virus”, “vaccinia virus”, “coxsackie virus”, 

“adenovirus”, “herpesvirus”, “Ebola virus”, “poliovirus” y “human respiratory syncytial 

virus”) (revisado en (Taylor et al., 2011)) y microorganismos patógenos (como las 

bacterias Listeria, Salmonella, Shigella y Rickettsia, y los parásitos Plasmodium y 

Toxoplasma) (Bamburg, 2011; Baum et al., 2008; Frischknecht and Way, 2001), el 

citoesqueleto de actina cortical representa una barrera física previa a la entrada e 

infección de la célula diana. Por tanto, la entrada de estos patógenos, depende de su 

capacidad de secuestrar, en su favor, la maquinaria celular de remodelación del 

citoesqueleto de actina, que le permita atravesar dicha barrera. El VIH-1 parece 

cumplir este propósito a través de la inducción de complejos de señalización de 

manera superficial e intracelular en la célula hospedadora que dependen de la 

interacción entre la proteína de la envuelta viral gp120 con el receptor CD4 y los 

correceptores CXCR4 o CCR5. Además, el mecanismo de fusión entre membranas 

biológicas no ocurre de manera espontánea, debido a las fuerzas electroestáticas 

contrapuestas entre las dos bicapas lipídicas. En este sentido, el citoesqueleto de 

actina cortical puede actuar de dos formas no excluyentes y cooperativas: por un lado, 

puede actuar concentrando espacialmente complejos activos de fusión, y por otro lado, 

puede actuar aplicando la fuerza o la tensión de membrana necesaria para que el 

proceso de fusión entre las membranas viral y celular tenga lugar de forma eficaz y/o 

con mayor probabilidad.  

La primera evidencia de la participación del citoesqueleto de actina en la 

entrada del VIH-1 demostró la inducción de una región polarizada, en la célula T 

expuesta a la proteína viral gp120, enriquecida en actina y en los receptores virales 

CD4 y CXCR4 (Iyengar et al., 1998). Esta intensa aglomeración de 

receptores/correceptores en una región de la célula promueve el primer estadio de 

infección, que implica múltiples interacciones cooperativas de unión entre el virus y la 

célula diana (Doms, 2000; Kuhmann et al., 2000; Moore et al., 1991), y que en último 

término favorecen la formación del complejo proceso de fusión e infección del VIH-1, 

que ocurre en la membrana plasmática (Marsh and Helenius, 2006; Sougrat et al., 

2007). Así, el bloqueo de esta polarización de la F-actina en respuesta a la envuelta 
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del VIH-1 inhibe la entrada e infección por el VIH-1 (Iyengar et al., 1998). De hecho, en 

un sistema de transmisión viral célula a célula de VIH-1, se observó que el 

reclutamiento de CD4 y CXCR4 dependiente de gp120 a la zona de contacto virus-

célula es además dependiente de la actina (Jolly et al., 2004). Igualmente, fármacos 

que afectan a la dinámica de actina (como latrunculina, “jasplakinolide” y citocalasina) 

parecen inhibir la fusión mediada por la envuelta viral del VIH-1 (Eitzen, 2003; Frey et 

al., 1995; Gallo et al., 2001; Iyengar et al., 1998; Pontow et al., 2004). Lo que no está 

claro es si estos fármacos afectan a la actividad de la envuelta del VIH-1 (Campbell et 

al., 2004; Yonezawa et al., 2005), o a la estabilidad de los microtúbulos o de los 

filamentos intermedios, necesarios para el correcto funcionamiento del ciclo celular y, 

por tanto, del ciclo de vida viral intracelular. Por último, aunque la interacción entre 

CD4 con actina (Kinch et al., 1993) y de CXCR4 con actina (Rey et al., 2002) ya ha 

sido descrita, y existe una clara correlación entre el reclutamiento y polarización de 

grupos de receptores/correceptores, mediado por el VIH-1 y por la F-actina cortical, 

con una eficiente fusión viral e infección (Iyengar et al., 1998; Jimenez-Baranda et al., 

2007; Jolly et al., 2004; Manes et al., 2000; Ugolini et al., 1997), poco se sabe acerca 

de los mecanismos moleculares que relacionan el enriquecimiento e interacción entre 

CD4 y los correceptores con aquellos mecanismos que regulan la remodelación y/o 

polarización de la F-actina en las células expuestas a la envuelta del VIH-1. Esta 

polarización y agrupamiento de complejos receptor/correceptor parece tener dos 

funciones, por un lado alcanzar la densidad suficiente de heterodímeros 

CD4/correceptor que permitan la unión y activación de una cantidad suficiente de 

trímeros del complejo de envuelta viral, que permitan el correcto desarrollo del proceso 

de fusión, y por otro lado puede permitir la activación de señales celulares importantes 

para la infección y/o replicación viral.  

De esta forma, la activación por el VIH-1 de señales en la célula diana, podría 

resultar en la formación de complejos de señalización con potencial para reorganizar 

las estructuras asociadas al citoesqueleto de actina cortical. Así, se ha observado que 

la proteína de envuelta gp120 del VIH-1 puede inducir un proceso de polimerización de 

actina en células primarias T CD4+ no estimuladas, dando lugar a la formación de 

“ruffles” de membrana (Balabanian et al., 2004). Este fenómeno transitorio de 

polimerización rápida de filamentos de actina (Balabanian et al., 2004; Yoder et al., 

2008) puede ser importante para el agrupamiento de altas concentraciones de los 

receptores CD4/CXCR4 o CD4/CCR5, que van a facilitar la infección viral (Iyengar et 

al., 1998; Jimenez-Baranda et al., 2007; Liu et al., 2009), la síntesis eficiente del ADN 

viral post-entrada (Bukrinskaya et al., 1998; Yoder et al., 2008) y la migración 
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intracelular hacia el núcleo de manera dependiente de actina (McDonald et al., 2002). 

Además, la actina también interacciona con otros componentes del VIH-1 como la NC, 

la RT y la IN (Hottiger et al., 1995; Turlure et al., 2004; Wilk et al., 1999), por lo que, el 

citoesqueleto de actina participa en varios estadios del ciclo de vida del VIH-1. 

En cuanto a las ABP activadas por el VIH-1 que favorecen la entrada viral, se 

ha descrito que la unión de envueltas R5 trópicas de VIH-1 a CCR5 media la 

activación de la pequeña GTPasa Rac-1 (Rac-GTP) (Pontow et al., 2004), de manera 

dependiente de Trio y Tiam-1 (dos factores de intercambio de nucleótido guanina que 

activan esta GTPasa) (Pontow et al., 2007). Así, un dominante negativo de Rac-1 

(RacN17), pero no de RhoA (RhoN19) ni de Cdc42 (Cdc42N17), inhibe la fusión de 

membranas dependiente de células y virus, independientemente del tropismo de la 

envuelta viral (Pontow et al., 2004). Esta inhibición fue superada por la sobreexpresión 

de un mutante de Rac-1 constitutivamente activo (RacV12), por lo que la activación de 

Rac-1 parece ser esencial en los procesos iniciales de infección por el VIH-1 (Pontow 

et al., 2007). Sin embargo, no se observó ningún efecto inhibidor en presencia de 

inhibidores contra otros efectores de Rac-1 como NADPH oxidasa, MEK, PI3K, la 

quinasa de la cadena ligera de miosina (MLCK, “Myosin Light Chain Kinase”), o 

dominantes negativos de las quinasas Pak-2 (”p21 activated kinase-2”) y PI3K (Pontow 

et al., 2007). Aún así, parece que la fosforilación de la cadena ligera de miosina por 

MLCK parece ser necesaria, en parte, para el agrupamiento de complejos 

CD4/correceptor durante la transmisión viral célula a célula (Jolly et al., 2004). 

Mediante la utilización de pequeñas moléculas inhibidoras, se determinó que la 

activación de Rac-1, por envueltas virales X4 y R5 trópicas, depende de la activación 

de PLC, liberación de Ca2+ de los reservorios intracelulares, activación de PKC/, 

activación de Pyk2, de Ras y finalmente de Rac-1 por Tiam-1 (Harmon and Ratner, 

2008). Esta activación final de Rac-1 en la célula diana podría estar implicada en la 

remodelación del citoesqueleto de actina necesario para una eficiente fusión, entrada 

e infección por el VIH-1 (Harmon and Ratner, 2008; Pontow et al., 2007; Pontow et al., 

2004). De manera interesante, la liberación de Ca2+ citoplasmático y la activación de 

Ras pueden tener también funciones en otros procesos celulares, de manera 

independiente a la activación de Rac-1 (Harmon and Ratner, 2008). Por otro lado, 

estos inhibidores, a excepción del inhibidor de PLC, parecen ser específicos para la 

entrada de partículas virales pseudotipadas con la envuelta del VIH-1, sin observar 

ningún efecto sobre la entrada endocítica de partículas virales pseudotipadas con las 

envueltas VSV-G o A-MLV (“amphotropic murine leucemia virus”) (Harmon and Ratner, 

2008). Por último, recientemente se ha determinado que la función remodeladora de 
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actina dependiente de Rac-1 se consigue a través de la activación del complejo 

nucleador de actina Arp2/3, por la quinasa Abl y el complejo Wave2 (“WASP family 

verprolin-homologous protein 2”) a través de IRSp53 (“insulin receptor substrate (IRS) 

p53”), un proteína adaptadora que une Rac-1 y Wave2 (Harmon et al., 2010) a la 

membrana plasmática en regiones ricas en PIP2 y PIP3 (Kurisu and Takenawa, 2010). 

Así, estos componentes favorecen la remodelación de actina necesaria para la 

formación y alargamiento del poro de fusión, y posterior entrada del VIH-1. A pesar de 

estos resultados, ninguno de los componentes de esta ruta de activación ha sido 

visualizado en el contexto del agrupamiento de los receptores/correceptores con F-

actina en las zonas de entrada viral, inducidos por la proteína viral gp120 del VIH-1. 

Por otro lado, se ha implicado a la proteína de unión a actina filamina A en la 

entrada del VIH-1. Esta proteína tiene la propiedad de unirse a las colas 

citoplasmáticas de los receptores de VIH-1 (CD4, CXCR4 y CCR5) y a su vez al 

citoesqueleto de actina, permitiendo su agrupamiento mediado por la proteína de la 

envuelta viral gp120 (Jimenez-Baranda et al., 2007). Se observó que la relocalización 

de complejos receptor/correceptor, F-actina y filamina A depende de la interacción 

entre gp120 con CD4 y CXCR4, y de éstos con filamina A. Esta estructura estable 

permitiría subsecuentes cambios conformacionales en la proteína viral gp120 que 

favorecerían la posterior fusión entre las membranas celular y viral, dependiente de la 

activación de la proteína de fusión gp41. Además, observaron que la utilización del 

mutante RhoN19, pero no de RacN17, bloqueaba la fusión célula-célula mediada por 

envueltas X4 trópicas del VIH-1 (del Real et al., 2004; Jimenez-Baranda et al., 2007). 

Igualmente, se observó la activación de RhoA (RhoGTP) por gp120, en linfocitos T 

primarios activados, de manera dependiente de filamina A (Jimenez-Baranda et al., 

2007) y en linfocitos T transformados (del Real et al., 2004). Datos contradictorios con 

respecto a los obtenidos por otros grupos de investigación donde RhoN19 no afecta 

(Pontow et al., 2004) y la expresión de una construcción dominante activa de RhoA 

bloquea la replicación del VIH-1 (Wang et al., 2000). Asimismo, parece que RhoA 

activa la quinasa ROCK que a su vez actúa sobre LIMK1, que en último término 

inactiva por fosforilación a cofilina (Arber et al., 1998; Yang et al., 1998), una proteína 

relacionada directamente con el recambio de filamentos de actina por corte y 

despolimerización (Lappalainen and Drubin, 1997), permitiendo el estadio inicial de 

polimerización de actina mediado por la proteína viral gp120 (Jimenez-Baranda et al., 

2007), y necesario para la entrada e infección viral eficiente del VIH-1. 

En contraposición con los resultados anteriores obtenidos mediante la 

utilización de líneas celulares transformadas o primarias activadas, la unión de gp120 
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a CXCR4 en células T no proliferativas genera una señal necesaria para la activación 

de cofilina, requerida para que el virus pueda atravesar la barrera de actina cortical 

post-fusión, permitir la entrada de la nucleocápside en la célula diana y la posterior 

localización nuclear del ADN viral (Yoder et al., 2008). Además, el citoesqueleto de 

actina cortical es importante para dirigir el movimiento de la NC desde la superficie 

celular hacia la red microtubular, donde tiene lugar la formación del complejo de 

retrotranscripción y posterior migración del ADN viral hacia el núcleo celular 

(Bukrinskaya et al., 1998; McDonald et al., 2002; Naghavi et al., 2007). Esta activación 

de cofilina parece ser importante para la generación de una infección latente de virus 

X4 trópicos en células T no activadas y no proliferativas (Yu et al., 2009). Al mismo 

tiempo, se describió la implicación de las quimiocinas CCL19 y CCL21, en la 

permisividad de células T CD4+ no proliferativas de memoria a la infección por virus X4 

y R5 trópicos del VIH-1, dando lugar a la generación de un reservorio viral latente 

(Saleh et al., 2007). Así, la interacción de CCL19/CCL21 con su receptor CCR7 

también provoca cambios en la dinámica de actina por activación de cofilina (Cameron 

et al., 2010). Otras quimiocinas que favorecen la migración nuclear e integración del 

ADN viral, sin afectar a la replicación viral productiva, son CXCL19, CXCL20 y CCL20. 

Estos resultados indican que la generación del reservorio viral latente no sólo puede 

depender de una interacción de gp120 con CXCR4 sino también de la interacción de 

diversas quimiocinas con los receptores CCR7, CCR6 y CXCR3 (Cameron et al., 

2010). Aún así, queda por determinar si existe un mecanismo similar en la generación 

de latencia en células T CD4+ no proliferativas, como se ha descrito ejercida por virus 

R5 trópicos a través del correceptor CCR5 (Chun et al., 2005; Chun et al., 2008; 

Pierson et al., 2000). 

Del mismo modo, se ha descrito que la proteína viral Nef incorporada en los 

viriones nacientes, puede favorecer la remodelación del citoesqueleto de actina 

cortical en la célula diana, durante la etapa temprana de infección, incrementando la 

eficiencia de la infección por el VIH-1 (Campbell et al., 2004). Nef es capaz de 

interaccionar con el factor RhoGEF Vav y con miembros de la familia de las 

serín/treonín quinasas Pak induciendo cambios en el citoesqueleto de actina (Fackler 

et al., 1999; Manninen et al., 1998; Renkema et al., 2001). Curiosamente, 

recientemente se ha descrito que Nef provoca la hiperfosforilación de cofilina de 

manera dependiente de Pak-2, inhibiendo la capacidad de las células a migrar en 

respuesta a gradientes quimiotácticos (Stolp et al., 2009). Asimismo, la inhibición de la 

quimiotaxis celular por fosforilación de cofilina puede tener lugar a partir de la unión de 

gp120 a CD4, de manera dependiente de p56Lck (Trushin et al., 2010). Esta inhibición 
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de la respuesta quimiotáctica, también ha sido atribuida a una internalización por 

fosforilación de CXCR4 dependiente de la unión entre gp120 y CD4 (Badr et al., 2005; 

Su et al., 1999; Wang et al., 1998). Por otro lado, la presencia de Nef parece ser 

necesaria para la síntesis del ADN viral (Aiken and Trono, 1995; Schwartz et al., 

1995), un proceso que parece ser dependiente del citoesqueleto de actina (Campbell 

et al., 2004), por lo que sería interesante determinar, en distintos modelos celulares, la 

relación entre Nef, F-actina y cofilina durante la entrada viral, y en estadios post-

entrada previos a la transcripción reversa. 

El proceso de polimerización inicial de F-actina, mediado por la unión de 

gp120, parece depender de la activación por fosforilación de LIMK1, y posterior 

fosforilación e inactivación de cofilina (Vorster et al., 2011). La incubación de células T 

no proliferativas, células T primarias activadas y macrófagos con la envuelta del VIH-1, 

genera dos picos de activación de LIMK1, con un estadio intermedio inactivo (Vorster 

et al., 2011). Esta activación parece ser dependiente de la unión al correceptor, 

aunque el mismo perfil de activación se observó a partir de la unión del VIH-1 a CD4 

(Vorster et al., 2011). Esto indicaría que pueden activarse rutas de señalización 

similares a través de CD4 y correceptor, permitiendo un mecanismo compensador 

entre los dos componentes (Cicala et al., 1999; Graziani-Bowering et al., 2002; 

Stantchev and Broder, 2001). La activación de LIMK1 puede tener lugar a partir a las 

quinasas ROCK (activada por RhoA) o Pak (activada por Rac o Cdc42). En este 

sentido, el VIH-1 parece que induce la activación de LIMK1 a través de Pak-1 y Pak-2 

(Vorster et al., 2011). Sin embargo, otros grupos de investigación han descartado la 

participación de Pak-1 (Jimenez-Baranda et al., 2007) y Pak-2 (Pontow et al., 2007) en 

su capacidad de bloquear la fusión célula-célula dependiente de la envuelta del virus. 

Además, también se ha descartado la participación de Pak1 en la activación de LIMK1 

inducida por el VIH-1, siendo ésta al parecer activada por la vía RhoA/ROCK 

(Jimenez-Baranda et al., 2007). Por otro lado, la activación de Pak parece depender 

de una activación previa de Rac-1 (Vorster et al., 2011), resultados que coinciden con 

aquellos que también muestran la activación de Rac-1 por el VIH-1, de manera 

dependiente de correceptor e insensible a PTX, aunque con diferentes efectores 

implicados (Harmon et al., 2010; Harmon and Ratner, 2008; Pontow et al., 2007; 

Pontow et al., 2004). Asimismo, parece que el VIH-1 no activa RhoA ni Cdc42 (Vorster 

et al., 2011), aunque la activación de RhoA, dependiente de la unión del VIH-1 a CD4, 

ha sido detectada previamente durante la infección por el VIH-1 (del Real et al., 2004; 

Jimenez-Baranda et al., 2007). Igualmente, parece que esta polimerización de actina 

dependiente de LIMK1 parece ser crítica para la síntesis del ADN viral post-entrada y, 
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por tanto, para la generación de una infección latente en células T no proliferativas 

(Vorster et al., 2011). Aún así, el papel de LIMK1 sobre cofilina en células T no 

proliferativas, en donde cofilina se encuentra constitutivamente inactiva fosforilada 

(Yoder et al., 2008), está aún por esclarecer. Además, aún no se han identificado las 

fosfatasas implicadas en la activación de cofilina, necesaria para que el VIH-1 pueda 

atravesar la barrera compuesta por el citoesqueleto de actina cortical. Por todo ello, es 

posible que la polimerización de actina dependiente del VIH-1 no sólo dependa de la 

inactivación de cofilina por LIMK1 (Vorster et al., 2011), sino de la activación de otros 

efectores, por ejemplo, de Rac-1, como el complejo Arp2/3 (Harmon et al., 2010). En 

definitiva, los mecanismos que controlan la remodelación de actina cortical que tienen 

lugar durante la interacción del VIH-1 no se conocen bien, sobre todo en el contexto de 

las diferentes líneas celulares diana de la infección, y en relación a las proteínas 

implicadas en función del estado de activación y/o diferenciación de estas líneas 

celulares. 

Recientemente se ha descrito la participación, en eventos posteriores a la 

fusión del virus VIH-1 con la célula diana pero antes de la transcripción reversa, de las 

proteínas adaptadoras de F-actina moesina y ezrina como determinantes de la 

susceptibilidad celular a la infección retroviral (Haedicke et al., 2008; Naghavi et al., 

2007). Estas proteínas afectarían a la estabilidad del citoesqueleto de tubulina, al 

parecer necesario para la formación correcta del complejo de retrotranscripción viral. 

Se observó que la expresión de las proteínas funcionales moesina y ezrina, y sus 

respectivos dominantes negativos (N-moesina y N-ezrina) disminuye la formación de 

microtúbulos estables (de-tirosinados), disminuyendo la transcripción reversa viral y, 

por tanto, la infección retroviral (Haedicke et al., 2008; Naghavi et al., 2007). Por el 

contrario, otro estudio sobre el efecto de las proteínas ERM (ezrina/radixina/moesina) 

en la infección por el VIH-1, mostró un bloqueo de la infección X4 trópica del VIH-1 

mediante el uso de un dominante negativo de ezrina y por la interferencia específica 

de ezrina, moesina y radixina (Kubo et al., 2008). En relación a las infecciones por 

envueltas R5 trópicas, el interferente de ezrina no afecta a la infección, el interferente 

de radixina la bloquea y el interferente de moesina la aumenta, aunque en modelos de 

fusión célula-célula se observa un bloqueo significativo por los tres interferentes. Estos 

datos indicarían que las ERM participarían de manera diferencial en la infección por el 

VIH-1 en función del tropismo viral, quizás relacionado con la asociación constitutiva 

de CD4 y CCR5 en la superfice celular (Steffens and Hope, 2003) y no de CD4 con 

CXCR4 (Kozak et al., 2002), lo que podría indicar una posible función de las ERM en 

la regulación de la remodelación del citoesqueleto de actina y en el agrupamiento de 
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los receptores virales inducido por el VIH-1. Aún así, las discrepancias en los 

resultados obtenidos sobre el papel ejercido por las proteínas ERM en los primeros 

estadios de infección, indican la necesidad de seguir explorando la función de estas 

proteínas en la infección por el VIH-1. 

Por último, el VIH-1 es capaz de activar componentes de adhesiones focales 

(Cicala et al., 1999; Garron et al., 2008), y utilizarlas para favorecer la transmisión viral 

célula-célula, como es el caso de talina y LFA-1 (Jolly et al., 2004). En relación a estos 

resultados, recientemente se ha descrito la participación de proteínas presentes en 

adhesiones focales en la infección por el VIH-1 (Brown et al., 2011), y que añaden más 

complejidad al proceso de entrada viral. Estas observaciones indican que talina-1 y 

vinculina, parecen mediar en el estado de fosforilación de paxilina por FAK, que en 

último término va a influir en la infección retroviral (Brown et al., 2011). Estas proteínas 

bloquean la infección en un estadio post-entrada y previa a la transcripción reversa, sin 

afectar al citoesqueleto de actina y/o tubulina (Brown et al., 2011). De manera 

interesante, células PBMC de individuos infectados por el VIH-1 presentan niveles 

superiores de las proteínas vinculina, filamina-A y talina-1 (Zhang et al., 2010). Por 

último, la actividad de las proteínas de la familia Rho parecen ser necesarias para el 

ensamblaje y mantenimiento de las adhesiones focales, por lo que su activación por el 

VIH-1 (del Real et al., 2004; Jimenez-Baranda et al., 2007; Pontow et al., 2007; 

Pontow et al., 2004; Vorster et al., 2011) puede favorecer el mantenimiento estructural 

y espacial de las proteínas asociadas a las adhesiones focales, y su posterior función 

en los eventos de entrada viral eficiente. 

Como se ha descrito hasta ahora, a pesar del incremento en el número de 

factores celulares que participan en los primeros estadios de infección por el VIH-1, 

aún quedan por determinar las diferencias entre los factores celulares que influyen en 

la infección por los distintos tropismos virales, y en las distintas líneas celulares 

susceptibles de infección.  

Por todo ello, el objetivo central de la presente Tesis Doctoral consiste en 

aportar conocimiento sobre el ciclo de vida viral, en concreto referido a la identificación 

y caracterización de nuevas rutas de señalización, así como los componentes 

celulares activados e inducidos por el VIH-1, durante las primeras etapas de contacto 

virus-célula. Estos componentes celulares controlarían los mecanismos iniciales de 

reclutamiento y concentración de receptores, de manera dependiente del citoesqueleto 

de actina, las posteriores interacciones múltiples entre las glicoproteínas del virus con 
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los receptores y correceptores, y finalmente la formación del poro de fusión e infección 

viral productiva.  

Además, sería interesante la caracterización de posibles moléculas cabeza de 

serie con actividad anti-fusogénica viral, para el desarrollo de estrategias anti-VIH 

alternativas a los tratamientos actuales contra el SIDA, inhibiendo la infección por VIH-

1 en las etapas tempranas de adhesión, fusión y entrada viral. 



2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS
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2.1. HIPÓTESIS: 

1. El VIH-1 infecta eficazmente células diana mediante la reorganización del

citoesqueleto de actina cortical, que daría lugar a un estado dinámico de tensión y 

fluidez de membrana plasmática, adecuado para la interacción estable entre la 

proteína gp120 con los receptores virales, dirigiendo su redistribución e interacción 

directa en las zonas de contacto virus-célula, y favoreciendo el anclaje de la proteína 

gp41 a la membrana plasmática y la consiguiente formación del poro de fusión. La 

alteración de la tensión de la membrana plasmática depende directamente de su 

asociación con el citoesqueleto de actina cortical y del estado de activación de 

diversas proteínas de unión a actina. Esta asociación, podría ser modificada por el 

VIH-1, durante las primeras etapas de contacto virus-célula. En este sentido las 

proteínas ERM, son capaces de organizar el córtex celular mediante el anclaje 

inducible y reversible de la membrana plasmática al citoesqueleto de actina cortical. 

Esta función permite a estas proteínas estructurar de manera dinámica la membrana 

plasmática, de manera dependiente del citoesqueleto de actina, en respuesta a 

estímulos externos. Además, el principal activador de estas proteínas es el PIP2 

presente en la membrana plasmática, producido por la quinasa PI4P5-K de tipo I, que 

también modifica el reclutamiento y el estado de activación de proteínas de unión a 

actina en la membrana plasmática, además de participar en la fusión entre membranas 

biológicas. Por tanto, estudiaremos estos componentes en el contexto de los cambios 

dinámicos y de tensión de la membrana plasmática que tienen lugar durante los 

primeros estadios de fusión, entrada e infección por el VIH-1.  

2. La endocitosis dependiente de clatrina (CME) es un proceso clave en la

internalización de un gran número de receptores de la superficie celular. 

Recientemente se ha descrito que la ruta principal de entrada del VIH-1 depende de 

una ruta endocítica mediada por clatrina y posterior fusión en endosomas. Como 

existe una asociación cercana entre CME y el citoesqueleto de actina, estudiaremos el 

papel de las ERM, que postulamos clave en las etapas tempranas de fusión y entrada 

por el VIH-1, durante la formación, internalización y reciclaje de estructuras de clatrina 

y su relación con la entrada del VIH-1 a través de esta ruta endocítica. 

3. Una de las estrategias terapéuticas menos utilizadas para el tratamiento del

SIDA, es el uso de bloqueantes dirigidos contra las primeras etapas de fusión y 

entrada del VIH. Por lo tanto, no son muchas las moléculas anti-virales descritas que 

puedan evitar la propagación eficaz del virus interfiriendo en las etapas de fusión y 
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entrada viral. En este marco, este trabajo trata de identificar y caracterizar nuevas 

moléculas, naturales o semisintéticas, dirigidas a los correceptores del VIH-1, CCR5 y 

CXCR4, a partir de un banco de biomóleculas triterpenoides de origen vegetal, para, 

además, caracterizar su mecanismo de acción. 

2.2. OBJETIVOS:  

Los objetivos principales se enumeran a continuación: 

1. Análisis de la activación por fosforilación de los adaptadores del

citoesqueleto moesina y ezrina, en la infección viral y en la fusión inducida por gp120, 

y estudio de la posible ruta de activación mediada por la envuelta del VIH-1. Estudio 

de la interacción y redistribución de los receptores virales CD4 y CXCR4 por 

construcciones activas, dominantes negativos y ARNi específicos de las ERM, en 

relación a la reorganización del citoesqueleto de actina cortical inducido por la proteína 

viral gp120.  

2. Estudio de la participación de la quinasa PI4P5-K de tipo I en la posible

producción de PIP2, mediada por la envuelta viral, durante el proceso de infección por 

el VIH-1, y su posible relación con la activación de las proteínas moesina y ezrina. 

Estudiar la localización de los receptores virales en los procesos de fusión y entrada 

viral, mediada por la inhibición y/o sobreexpresión de diferentes construcciones de la 

quinasa PI4P5-K de tipo I. 

3. Estudio de la participación del adaptador de actina moesina durante el

proceso de formación, internalización y reciclaje de las estructuras de clatrina en la 

membrana plasmática, y su participación durante la posible entrada endocítica del 

VIH-1. 

4. Identificación y caracterización de una serie de triterpenos de tipo lupano no

ácidos, naturales o derivados semisintéticos, en su capacidad de bloquear la unión, 

entrada e infección por el VIH-1, mediante el uso de un modelo de fusión e infección 

viral, que evalua y cuantifica la actividad fusogénica de las envueltas virales X4 y R5 

trópicas del VIH-1. 
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3.1. LA ACTIVACIÓN DE MOESINA POR EL VIH-1 ES 

NECESARIA PARA LA INTERACCIÓN ENTRE CD4 Y CXCR4, Y 

LA REDISTRIBUCIÓN DE LA F-ACTINA CORTICAL, PROCESOS 

CLAVE PARA LA FUSIÓN, ENTRADA E INFECCIÓN EFICIENTE 

POR EL VIH-1 EN LINFOCITOS T  

El citoesqueleto de actina cortical juega un papel importante y necesario 

durante los primeros estadios de entrada e infección por el VIH-1, mediante la 

organización de complejos estructurales de unión y señalización viral en regiones 

específicas de la membrana plasmática. Las proteínas ezrina-radixina-moesina (ERM) 

constituyen una familia de organizadores del citoesqueleto de actina cortical, gracias a 

su capacidad de unir los filamentos de actina a la membrana celular. Las proteínas 

ERM pueden unirse de manera inducible y reversible a la membrana plasmática, ya 

sea directa o indirectamente, y al citoesqueleto de actina cortical, regulando la 

formación superficial de dominios complejos y estructuras de membrana como las 

microvellosidades (Bretscher, 1999; Mangeat et al., 1999).  

Las propiedades funcionales de las proteínas ERM dependen de sus dos 

estados, el inactivo y el activo. Estos estados dependen de la presencia de una región 

N-terminal de unos 300 aminoácidos de longitud denominado dominio FERM (N-

ERMAD: “N-ERM associated domain”) asociado a la membrana plasmática, seguido 

por una larga región de -hélices, un región rica en el aminoácido Pro y un dominio C-

terminal (C-ERMAD: “C-ERM associated domain”) capaz de unirse a F-actina 

(revisado en (Chishti et al., 1998; Mangeat et al., 1999)). Las proteínas ERM en su 

estado inactivo en el citoplasma no presentan capacidad de unirse a la membrana 

plasmática y a la actina debido a una asociación intramolecular, entre su dominio N-

ERMAD y el dominio de unión a actina C-ERMAD (Chishti et al., 1998). La activación 

de las formas solubles de las proteínas ERM requiere la disociación de estos 

dominios, para así facilitar otras interacciones intermoleculares (Hirao et al., 1996), 

principalmente conectando la F-actina cortical con la membrana plasmática. El 

principal indicador de activación de las proteínas ERM consiste en la detección de la 

fosforilación de un residuo de Thr C-terminal (Thr576 en ezrina, Thr564 en radixina, y 

Thr558 en moesina) (Fievet et al., 2004). Se han identificado una gran cantidad de 

quinasas implicadas en la fosforilación de las proteínas ERM en su residuo Thr C-

terminal, que incluyen ROCK, PKC, PKC, NIK (“Nck-interacting kinase”), Mst4 

(“Mammalian Ste20-like Kinase”) y LOK (“Lymphocyte-oriented kinase”), ésta última 
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responsable de la mayoría de la fosforilación de las ERM en la membrana plasmática 

de los linfocitos (revisado en (Fehon et al., 2010)). Aunque la fosforilación C-terminal 

de ERM indica la activación de la molécula, ésta sólo tiene lugar tras la liberación de la 

interacción intramolecular. Así, se ha propuesto un modelo de activación, en el cual las 

proteínas ERM son reclutadas a regiones de la membrana plasmática ricas en 

fosfatidilinositol-(4,5)-bifosfato (PIP2), provocando cambios conformacionales que 

permiten la posterior fosforilación del residuo conservado de Thr C-terminal (Fehon et 

al., 2010). La inactivación de las proteínas ERM tiene lugar por defosforilación del 

residuo Thr C-terminal mediante la acción de fosfatasas, como la fosfatasa de la 

cadena ligara de miosina, o mediante su degradación por corte proteolítico mediado 

por calpaina (revisado en (Louvet-Vallee, 2000)).  

El dominio N-ERMAD de las proteínas ERM, en su conformación activa, puede 

interaccionar directamente con un región de aminoácidos cargados positivamente 

presente en las colas citoplasmáticas de varias proteínas integrales de membrana 

como CD43, CD44, ICAM1, ICAM2 e ICAM3, determinando su localización y 

concentración en la superficie celular de manera dependiente del citoesqueleto de 

actina (revisado en (Mangeat et al., 1999)). 

Por otro lado, las proteínas ERM pueden unirse a la membrana plasmática de 

manera indirecta a través de la unión de su domino N-ERMAD a otras proteínas 

adaptadoras como EBP50 (“ezrin binding phosphoprotein 50”, también conocida como 

NHERF1) y E3KARP (también conocida como NHERF2), cada una de las cuales tiene 

dos dominios PDZ (“PSD-95/DlgA/ZO-1-like domain”) seguido por un dominio de unión 

a ERM (revisado en (Fehon et al., 2010)). Los sitios de unión a estos dominios PDZ 

están presentes en la región citoplasmática de un gran número de proteínas integrales 

de membrana (Weinman et al., 2006). 

A parte de su función como organizadores del córtex celular apical, las 

proteínas ERM también presentan funciones como coordinadores superficiales de 

eventos de señalización intracelular (Neisch and Fehon, 2011), gracias a su capacidad 

de acercar receptores de la superficie celular a efectores de diversas rutas de 

señalización. Por ejemplo, las ERM también funcionan como reguladores de la 

activación de las células T (en sinapsis inmunológica), en desarrollo y diferenciación, 

en la regulación de la señalización dependiente de AMPc/PKA, en la activación de la 

GTPasa RhoA, en la supresión de la apoptosis, en metástasis y en la ruta secretora de 

insulina (revisado en (Fehon et al., 2010; Louvet-Vallee, 2000; Neisch and Fehon, 

2011)). 
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En cuanto a la infección por el VIH-1, se han detectado fragmentos cortados de 

ezrina y moesina en preparaciones de partículas virales de VIH-1, así como otros 

componentes del citoesqueleto de actina (Ott et al., 1996). Además, ezrina y moesina 

se unen a la proteína de la envuelta gp120, al parecer favoreciendo su transporte 

hacia la membrana plasmática donde tiene lugar la salida viral (Hecker et al., 1997). 

Asimismo, una de las principales estructuras generadas por la activación de las ERM, 

son las microvellosidades (Yonemura et al., 1999), regiones donde existe una mayor 

concentración de receptores virales necesarios para la entrada viral (Singer et al., 

2001; Steffens and Hope, 2003). Así, se ha descrito que la activación de la GTPasa 

RhoA, también activada por gp120 (Jimenez-Baranda et al., 2007), es capaz de activar 

las proteínas ERM induciendo la formación de microvellosidades en linfocitos, 

favoreciendo su interacción con proteínas integrales de la membrana plasmática. En 

este sentido, recientemente se ha mostrado el papel que ejercen las proteínas ezrina y 

moesina en la infección retroviral, pero a través de su acción sobre el citoesqueleto de 

tubulina (Haedicke et al., 2008; Naghavi et al., 2007). Sin embargo, otro estudio mostró 

que las proteínas ERM ejercen efectos pleiotrópicos sobre la infección por el VIH-1, 

que dependen del tropismo de la cepa viral empleada (Kubo et al., 2008). 

Aunque todos estos datos sugieren un papel de las proteínas ERM en el 

empaquetamieto viral o infección, no existen evidencias que indiquen el papel 

funcional de las proteínas ERM dependiente de su actividad de unión a membrana y a 

F-actina en los primeros estadios del ciclo viral, ni el papel que podrían desempeñar 

estas proteínas en el agrupamiento de complejos de receptores/correceptores de 

manera dependiente del citoesqueleto de actina e inducido por el VIH-1.  

 

RESULTADOS 

Los resultados obtenidos indican que la reorganización del citoesqueleto de 

actina dependiente de la proteína adaptadora moesina es necesaria para la 

redistribución y asociación de los receptores CD4/CXCR4, dependiente de la 

interacción de la envuelta del VIH-1 con la célula diana. Además, la actividad de 

moesina dirigida a unir la membrana plasmática a la actina cortical es fundamental 

para una fusión e infección eficiente por el VIH-1.  

En primer lugar observamos que la proteína de envuelta gp120 del VIH-1 

recombinante soluble (rs-gp120IIIB) induce la fosforilación de las proteínas ERM, 

principalmente moesina y en menor extensión ezrina. Además, mediante microscopía 

confocal, en linfocitos T CD4+, se observó que la envuelta X4 trópica del VIH-1 
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provoca la relocalización de formas fosforiladas de moesina hacia un polo de la célula 

junto con F-actina y los receptores virales CD4 y CXCR4. Esta fosforilación inducida 

por la envuelta del VIH-1 es independiente de PKC y ROCK. Además, la fosforilación 

depende de la unión de la envuelta del VIH-1 a CD4 y no al correceptor CXCR4. A 

continuación, observamos que la sobreexpresión de una construcción funcional de 

moesina (FL-moesina), que puede unirse a la membrana plasmática y a F-actina, 

favorece la redistribución de F-actina y la fosforilación de moesina endógena inducida 

por la envuelta del VIH-1, favoreciendo la entrada e infección por el VIH-1. Por el 

contrario, la supresión de la actividad funcional de moesina, por una construcción 

dominante negativa de moesina (N-moesina) o mediante un ARNi específico contra 

moesina endógena, evita tanto la relocalización de la F-actina como la fosforilación de 

la proteína moesina endógena en respuesta al VIH-1, inhibiendo la entrada e infección 

por el VIH-1. Sin embargo, ninguna de las construcciones de moesina alteró el nivel de 

F-actina total inicial ni el nivel de expresión en superficie de los receptores para el VIH-

1, CD4 y CXCR4, en la célula diana. Además, la interferencia específica del ARNm de 

moesina no afectó a la entrada e infección, a través de una ruta endocítica de clatrina, 

de virus pseudotipados con la envuelta VSV-G. Por último, la sobreexpresión de la 

proteína FL-moesina promueve la formación del poro de fusión incrementando el nivel 

de fusión virus-célula y célula Env+-célula, mientras que la proteína N-moesina y la 

interferencia específica de moesina endógena bloquean el nivel de fusión por 

inhibición de la formación del poro de fusión. Por último, se observó que la 

redistribución y asociación entre CD4 y CXCR4, dependiente de la proteína de 

envuelta gp120, es favorecida por la redistribución de la F-actina dependiente de la 

proteína moesina funcional, mientras que la proteína N-moesina y la interferencia 

específica de moesina evitaron esta asociación aún en presencia de la envuelta viral. 

Por lo tanto, la activación de moesina, inducida tras el contacto gp120/CD4, promueve 

la redistribución de la F-actina junto con el agrupamiento de CD4/CXCR4, en las zonas 

de contacto virus-célula, necesario para la fusión, entrada e infección eficiente de 

linfocitos T CD4+ por cepas de VIH-1 X4 trópicas. 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Los tipos celulares utilizados durante el estudio fueron: líneas celulares T CEM 

(células linfoblásticas T de leucemia) CD4+/CXCR4+; linfocitos de sangre periférica 

(PBL, “Peripheral blood lymphocytes”) activados con PHA/IL-2 aislados de donantes 

sanos mediante centrifugación en un gradiente de Ficoll; líneas celulares Jurkat que 
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expresan la envuelta X4 trópica del VIH-1 Hxbc2; y líneas HeLa P4 

(CD4+/CXCR4+/LTR--Gal) y HeLa 243 (X4 Env+/Tat+). Para los ensayos funcionales 

se utilizaron anticuerpos específicos contra CD4 neutralizantes y no-neutralizantes de 

la unión de gp120, bloqueantes de CXCR4 (AMD3100) y anticuerpos específicos para 

detectar las proteínas ERM y sus formas fosforiladas, y para la detección de CD4 y 

CXCR4, tanto por “western blot” como por inmunofluorescencia. En algunos ensayos 

se utilizó una proteína de envuelta X4 trópica gp120 recombinante soluble (rs-

gp120IIIB), para la estimulación de células T diana CD4+. Se utilizaron las 

construcciones de la proteína funcional de moesina (FL-moesina), el dominante 

negativo (N-moesina), que sólo se une a membrana y ha perdido la capacidad de unir 

F-actina al carecer de éste dominio C-terminal, y el mutante que sólo presenta el 

dominio C-terminal de unión a actina y que no se une a membrana (C-moesina). 

Además, se utilizaron secuencias de ARNi específicas para la proteína moesina. Se 

utilizó la nucleofección como la técnica para la introducción de las construcciones de 

ADN plasmídico y los ARNi en la célula diana. La microscopía de fluorescencia 

confocal se utilizó para monitorizar la localización de moesina, de F-actina, y de los 

receptores CD4 y CXCR4, durante la formación del poro de fusión. La técnica de 

“western blot” nos permite detectar la sobreexpresión de las proteínas ERM en 

comparación con los niveles endógenos, el grado de fosforilación de ERM y el nivel de 

interferencia específica de las proteínas ERM endógenas. Por citometría de flujo se 

determinó el nivel de expresión superficial de CD4, CXCR4 y CCR5, y el nivel de F-

actina en las células diana en cada condición experimental. Las células 293T se 

utilizaron para la producción de virus defectivos en replicación. Se utilizaron partículas 

virales infecciosas de VIH-1 para estudios de entrada y replicación, y partículas virales 

de un único ciclo de infección deficientes en replicación, que contienen el gen que 

codifica para la enzima luciferasa (vector HIV/nef/env/Luc+ pseudotipado con una 

envuelta X4 trópica Hxbc2), o partículas virales que contienen la proteína quimérica 

BlaM-Vpr, para comparar el nivel de fusión y entrada viral en las células diana en cada 

condición experimental. Por último, se utilizó la co-inmunoprecipitación para detectar la 

asociación entre CD4 y CXCR4 en cada condición experimental. 
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3.2. LA ACTIVACIÓN DE LA QUINASA PI4P5-K Iα ES 

NECESARIA PARA LA ENTRADA E INFECCIÓN EFICIENTE DE 

CÉLULAS T CD4+ POR EL VIH-1 

Además de la remodelación del citoesqueleto de actina en sí mismo mediante 

la acción directa de las proteínas de unión a actina en respuesta a señales externas, 

cabe destacar que la transmisión de estas señales se produce precisamente a través 

de la membrana plasmática hacia el citoesqueleto de actina. Las moléculas 

reguladoras más importantes y versátiles presentes en la membrana plasmática que 

participan en la transmisión de señales al citoesqueleto de actina son el 

fosfatidilinositol y sus derivados fosforilados. Estas moléculas tienen diversas 

funciones en la modulación de eventos celulares como el tráfico de membrana, 

señalización intracelular, organización del citoesqueleto celular y apoptosis (Niggli, 

2005).  

El derivado forforilado más importante es el PI(4,5)P2 (PIP2), constituyendo 

entre un 0,3-1,5% de los fosfolípidos presentes en la membrana plasmática y más del 

99% de los fosfoinositoles di-fosforilados. La cantidad de PIP2 parece ser 

relativamente constante en una célula, pero se han detectado cambios dinámicos en la 

concentración de PIP2 presente en regiones de fagocitosis y en “ruffles” de membrana 

(Botelho et al., 2000; Ling et al., 2006).  

Las funciones específicas asociadas al PIP2 constituyen el agrupamiento de 

complejos de señalización, mantenimiento de la adhesión entre la membrana 

plasmática y el citoesqueleto de actina, remodelación del citoesqueleto de actina, 

generación de segundos mensajeros intracelulares, regulación de canales iónicos, 

endocitosis y exocitosis, señalización a través de integrinas, citocinesis, morfología y 

movilidad celular, apoptosis y fagocitosis (revisado en (Saarikangas et al., 2010)). 

El PIP2 se une, a partir de su grupo principal fosforilado, a una amplia variedad 

de proteínas de unión a actina regulando su localización y actividad subcelular 

(revisado en (Saarikangas et al., 2010; Yin and Janmey, 2003)), sugiriéndose que éste 

podría controlar la unión o comunicación entre la membrana plasmática y el 

citoesqueleto de actina cortical (Raucher et al., 2000). La interacción del PIP2 con 

varias de estas proteínas puede provocar el agrupamiento del PIP2, que a su vez 

resulta en la formación de microdominios de membrana donde se concentran el PIP2 y 

otras proteínas específicas necesarias para el ensamblaje de complejos 

multimoleculares de activación y señalización celular (revisado en (Saarikangas et al., 
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2010; Yin and Janmey, 2003)). De manera general, el PIP2 inhibe la acción de 

aquellas proteínas encargadas de romper los filamentos de actina y activa a proteínas 

encargadas de la polimerización de actina (revisado en (Yin and Janmey, 2003)), 

mientras que el secuestro del PIP2 lleva a un defecto en la adhesión entre la 

membrana plasmática con el citoesqueleto de actina cortical (Raucher et al., 2000). 

Además, el PIP2 también es considerado como un marcador que distingue la 

membrana plasmática de otras organelas intracelulares más enriquecidas en otros 

fosfolípidos (revisado en (Saarikangas et al., 2010)).  

Además de ser el principal segundo mensajero intracelular, el PIP2 también es 

el precursor, a través de su hidrólisis por la PLC, de otros importantes segundos 

mensajeros como el diacilglicerol (DAG) y el inositol-1,4,5-trifosfato (IP3), y de 

fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3), generado a partir de la acción de PI3K, los 

cuales van a activar otras rutas de señalización que van a terminar en la remodelación 

del citoesqueleto de actina. El IP3 va a dar lugar a la liberación de Ca2+ de los 

reservorios intracelulares, o en algunos casos de los canales de Ca2+ presentes en la 

membrana plasmática y que dependen del Ca2+ intracelular. Por otro lado, el DAG va a 

activar, junto con el Ca2+ liberado, a la PKC. El DAG puede ser también ser convertido 

ácido fosfatídico (PA) a partir de la acción de la enzima DAG quinasa, activando otros 

efectores como la propia quinasa generadora de PIP2, la PI4P5-K, y otros efectores 

celulares. Por último, otros mecanismos de disipación del PIP2 consisten en su 

conversión a PI(4)P por la acción de synaptojanina y Ocrl, o la disipación del PIP2 

generado por difusión (revisado en (Huang and Sauer, 2010; Mao and Yin, 2007)). 

El nivel celular de PIP2 depende de un balance entre su síntesis y su 

disipación, regulado espacial y temporalmente. El PIP2 es generado, principalmente, a 

partir de la acción de la quinasa PI4P5-K (tipo I: , , ), utilizando como sustrato el 

PI(4)P. La quinasa PI4P5-K de tipo I se encuentra localizada principalmente en la 

membrana plasmática. Existen tres isoformas de la quinasa PI4P5-K de tipo I (I, I y 

I), cada una de las cuales con variantes de procesamiento (Mao and Yin, 2007). Esta 

amplia variedad sugiere que la regulación diferencial de las diferentes isoformas de la 

quinasa PI4P5-K de tipo I, podría permitir a las células dirigir específicamente la 

producción de PIP2 en procesos y localizaciones celulares específicas. Los linfocitos 

humanos expresan dos isoformas de la quinasa PI4P5-K de tipo I, I y I (Oude 

Weernink et al., 2004). La isoforma I se ha mostrado localizada específicamente en 

“ruffles” de membrana, mientras que la isoforma I parece localizarse principalmente 

en estructuras vesiculares citoplasmáticas (revisado en (Kwiatkowska, 2010)). Así, por 
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lo tanto, parece que la quinasa PI4P5-K I es la principal isoforma implicada en la 

producción del PIP2 asociado a la membrana plasmática.  

Varios grupos de investigación han demostrado que el PIP2 asociado a la 

membrana plasmática es crucial para el ensamblaje del virus VIH-1 (Chukkapalli et al., 

2008; Ono et al., 2004). El anclaje del VIH-1 a la membrana plasmática es mediado 

por la localización en membrana de la proteína precursora de Gag, Pr55Gag, de manera 

dependiente de PIP2 (Chukkapalli et al., 2008). La rotura de este PIP2 por medio de la 

sobreexpresión de la enzima polifosfoinositidol (polyphosphoinositide) 5-fosfatasa IV 

(5ptasaIV) induce la redistribución de la proteína Gag madura desde la membrana 

plasmática hacia compartimentos positivos para el marcador CD63, reduciéndose la 

producción viral de VIH-1 (Chukkapalli et al., 2008). 

A pesar de la función de la membrana plasmática como la barrera inicial de la 

entrada viral, poco se sabe sobre el papel que puede desempeñar el PIP2 de 

membrana durante los primeros estadios de unión y entrada viral. De manera 

destacable, recientemente nuestro laboratorio ha mostrado que el tráfico funcional de 

vesículas de PIP2 dependiente de la GTPasa Arf6 es necesario para la entrada 

eficiente del VIH-1 en la célula diana, afectando de manera crítica a la dinámica de la 

membrana plasmática en las zonas de entrada viral, controlando la fusión virus-célula 

entre la membrana inerte viral y la bioregeneradora celular ((Garcia-Exposito et al., 

2011), y ANEXO 2). 

 

RESULTADOS 

Los resultados indican que la producción de PIP2 inducida por la envuelta del 

VIH-1 y dependiente de la quinasa PI4P5-K I es necesaria para la regulación de la 

infección por partículas virales X4 y R5 trópicas del VIH-1 durante los primeros 

estadios del ciclo viral, concretamente la fusión y entrada del VIH-1. 

Las partículas virales de VIH-1, a través de la acción de la proteína viral de 

envuelta gp120, estimula la producción de PIP2 durante los primeros contactos entre el 

virus y los linfocitos T permisivos CD4+/CXCR4+. Se observó un pico máximo de 

producción de PIP2 a los 30 minutos, seguido de un rápido descenso de los niveles 

detectados. Además, la producción de PIP2 inducida por la proteína de la envuelta viral 

depende de su unión a CD4 y no a CXCR4, confirmado por el bloqueo efectivo en la 

producción de PIP2 mediante la utilización de un anticuerpo neutralizante anti-CD4 

(OKT4A), y no por empleo de un anticuerpo no neutralizante anti-CD4 (OKT4) o por el 
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bloqueo funcional de CXCR4 con el antagonista AMD3100. De acuerdo con estos 

resultados, se observó que el PIP2 producido se acumulaba en la zona de contacto 

entre células permisibles con células que expresan la envuelta del VIH-1. Esta 

relocalización del PIP2 (detectado mediante la sonda GFP-PHD) coincidió con el 

reclutamiento de F-actina y de la enzima PI4P5-K I dependiente de la envuelta del 

VIH-1. A continuación, se observó que la producción de PIP2 inducida por gp120 era 

potenciada por la quinasa PI4P5-K I y por la quinasa PI4P5-K I, mientras que la 

sobreexpresión de la construcción mutante inactiva D227-(D/A)-PI4P5-K I pero no la 

construcción mutante inactiva D268-(D/A)-PI4P5-K I bloqueó la producción de PIP2 

mediada por rs-gp120IIIB. Además, la expresión superficial de los receptores para el 

VIH-1 (CD4, CXCR4 y CCR5) no se vio afectada en ninguna de las condiciones 

experimentales. Por otro lado, se observó un incremento en la producción de VIH-1 

determinada tres días post-infección en linfocitos primarios que sobreexpresan la 

construcción activa de la PI4P5-K I, mientras que se observó una inhibición en 

células que sobreexpresan el mutante inactivo de la quinasa. Estudios con partículas 

de VIH-1 de un solo ciclo de infección, que contienen el gen reportero luciferasa o la 

proteína quimérica BlaM-Vpr, indican que la sobreexpresión de la construcción activa 

de PI4P5-K I incrementó la fusión y la entrada viral, en comparación con las células 

control, mientras que el dominante negativo la disminuyó. Por último, la interferencia 

específica de la enzima PI4P5-K I generó una inhibición significativa de la infección 

por el VIH-1 en células T. Estos datos experimentales indican que la producción de 

PIP2 mediada por PI4P5-K I, en las zonas de contacto virus-célula, está involucrada 

directamente en la regulación la infección por el VIH-1 en los primeros estadios del 

ciclo de vida viral, antes del ensamblaje y liberación de nuevas partículas virales, 

quizás por modificación de la fluidez de membrana plasmática. 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Los tipos celulares utilizados durante el estudio fueron: líneas celulares T CEM 

(células linfoblásticas T de leucemia, CD4+/CXCR4+); líneas celulares T CEM.NKR-

CCR5 (CD4+/CXCR4+/CCR5+); PBL aislados de donantes sanos mediante 

centrifugación en un gradiente de Ficoll; y líneas celulares Jurkat que expresa la 

envuelta X4 trópica del VIH-1 Hxbc2 o la línea celular inactiva para la fusión Jurkat 

KS que expresa únicamente la proteína Rev viral y sin Env. Para los ensayos 

funcionales se utilizaron anticuerpos específicos de CD4 neutralizantes y no 

neutralizantes, un anticuerpo señalizador a través de CD3 (OKT3), bloqueates de 
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CXCR4 (AMD3100) y anticuerpos específicos para detectar las isoformas de las 

quinasas PI4P5-K I/I y el PIP2 celular. Además se utilizó el colorante vital CMAC 

para observar su difusión como consecuencia de la formación del poro de fusión 

dependiente de la envuelta del VIH-1. En algunos ensayos se utilizó una proteína de 

envuelta X4 trópica gp120 recombinante soluble (rs-gp120IIIB) para la estimulación de 

las células diana CD4+. Se utilizaron las construcciones de las proteínas funcionales 

de PI4P5-K I y PI4P5-K I, y sus respectivos mutantes D227A-(D/A)-PI4P5-K I y 

D268A-PI4P5-K I. Además, se emplearon secuencias de ARN interferentes 

específicas para la PI4P5-K I. Se utilizó la nucleofección como la técnica para la 

introducción de las construcciones de ADN plasmídico y los ARNi en la célula diana. 

Se utilizó un sistema “dot-blot” junto con anticuerpos anti-PIP2 para detectar el PIP2 

generado en la célula en cada condición experimental. La microscopía de 

fluorescencia confocal se utilizó para monitorizar la localización del PIP2, de la F-

actina, de la PI4P5-K I y la difusión del colorante CMAC durante la formación del 

poro de fusión. La técnica de “western blot” nos permite detectar la sobreexpresión de 

las quinasas PI4P5-K en comparación con los niveles endógenos, y el nivel de 

interferencia específica de PI4P5-K I endógena. Por citometría de flujo se determinó 

el nivel de expresión superficial de CD4, CXCR4 y CCR5 en las células diana en cada 

condición experimental. Por último, las células 293T se utilizaron para la producción de 

partículas virales de un único ciclo de infección, deficientes en replicación, que 

contienen el gen luciferasa (vector HIV/nef/env/Luc+ pseudotipado con envueltas 

X4, R5 y VSV-G), o partículas virales con la proteína quimérica BlaM-Vpr, utilizadas 

para comparar el nivel de fusión y entrada viral en las células diana en cada condición 

experimental. 
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3.3. MOESINA REGULA EL TRÁFICO DE VESÍCULAS 

NACIENTES RECUBIERTAS DE CLATRINA. 

La endocitosis es el mecanismo celular fundamental por el cual la célula 

internaliza material exterior o presente en la membrana plasmática (receptores de la 

superficie celular y proteínas integrales de membrana), regula rutas de señalización y 

otros procesos morfológicos. El mecanismo de endocitosis mejor estudiado es aquel 

que depende del recubrimiento por la proteína clatrina (CME, “Clathrin-mediated 

endocytosis”). La CME puede ser dividida en varios tipos (constitutiva o inducible por 

ligando) y a su vez en varias etapas, en cada una de las cuales participa un grupo 

específico de moléculas adaptadoras y accesorias encargadas de dirigir los 

mecanismos que van a terminar con la internalización de dicho cargo, y es esencial 

para controlar la integridad, la división y la señalización celular (revisado en (McMahon 

and Boucrot, 2011)). La dinámica de las estructuras de clatrina (CCS, “clathrin-coated 

structures”) en superficie, se encuentra controlada mediante la participación 

coordinada de proteínas y componentes lipídicos que regulan la formación de 

invaginaciones de clatrina (CCP, “clathrin-coated pits”) en superficie, y posterior 

escisión de estas estructuras de la membrana plasmática formando las vesículas de 

clatrina (CCV, “clathrin-coated vesicles”) libres en el citoplasma (revisado en 

(McMahon and Boucrot, 2011)). Dentro de las proteínas adaptadoras que participan en 

la endocitosis dependiente de clatrina, el complejo AP-2 (“adaptor protein 2”) es el más 

abundante, y su función es la de reclutar proteínas en las regiones de formación de 

CCP (Schmid et al., 2006). Además, muchos de los elementos reguladores y 

accesorios que participan en la formación de CCP en superficie, son reclutados a 

regiones de la membrana plasmática enriquecidas en PIP2, importante para la 

localización y progresión adecuada de la endocitosis (Zoncu et al., 2007). 

Por último, en CME de mamíferos parece que los eventos de movimiento 

lateral de estructuras de clatrina, su separación, liberación y el movimiento de las 

vesículas en el citoplasma se encuentran relacionados espacial y temporalmente con 

el citoesquelto de actina (Aghamohammadzadeh and Ayscough, 2009; Cao et al., 

2003; Merrifield et al., 2002; Merrifield et al., 2005; Schafer, 2002). Además, parece 

que la actina no está implicada en la formación de las invaginaciones de clatrina sino 

que participa en los últimos estadios de liberación de las vesículas en el citoplasma 

celular (Yarar et al., 2005). La actina de encuentra unida a CCP mediante la proteína 

adaptadora HIP1R (Engqvist-Goldstein et al., 2001), y la polimerización de actina 
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necesaria para la CME parece ser dependiente de cortactina, N-WASP y Arp2/3 

(revisado en (McMahon and Boucrot, 2011)). 

En el contexto del VIH-1, el mecanismo de entrada viral siempre ha sido tema 

de debate entre los investigadores. Por un lado, la mayoría de los trabajos indican que 

la entrada e infección productiva del VIH-1 ocurre principalmente mediante un  

mecanismo de fusión entre la membrana plasmática celular y la membrana viral de 

manera independiente de pH (Doms and Trono, 2000). Por el contrario, recientemente 

se ha descrito que la ruta principal de entrada del VIH-1 en la célula diana depende de 

un mecanismo de endocitosis mediada por clatrina y posterior fusión en endosomas 

(Miyauchi et al., 2009). Sin embargo, existen evidencias que indican que la entrada 

endocítica del VIH-1, aunque ocurre a gran escala, no lleva a una infección productiva 

(Fredericksen et al., 2002; Maddon et al., 1988; McClure et al., 1988; Pelchen-

Matthews et al., 1995; Stein et al., 1987; Wei et al., 2005). Por otro lado, se ha visto 

que el bloqueo de la endocitosis de los receptores para el VIH-1, así como su índice 

de endocitosis, no afecta a la entrada o replicación del VIH-1 (Alkhatib et al., 1997b; 

Amara et al., 1997; Aramori et al., 1997; Brandt et al., 2002; Gosling et al., 1997; Lu et 

al., 1997; Maddon et al., 1988; Pelchen-Matthews et al., 1995). Por todo ello, el estudio 

de las proteínas implicadas en los primeros estadios de infección por el VIH-1, deben 

además ser estudiadas en el contexto de la CME, con el objetivo último de clarificar el 

mecanismo principal de entrada del VIH-1 en la célula diana. 

Las proteínas ERM (ezrina-radixina-moesina) son capaces de coordinar rutas 

de señalización con el transporte de membrana, gracias a su capacidad de unirse de 

manera regulada y reversible a proteínas de la membrana plasmática y al 

citoesqueleto de actina (Mangeat et al., 1999). Las proteínas ERM, concretamente 

ezrina, se ha mostrado que regula el tráfico de receptores y transportadores celulares, 

como el reciclaje hacia la membrana plasmática del receptor 1-adrenérgico 

(Stanasila et al., 2006), implicadas en la respuesta secretora y redistribución de H,K-

ATPase en membrana (Zhou et al., 2005) y el reclutamiento del intercambiador Na+-H+ 

NHE3 en la membrana apical de células intestinales, necesario para el co-transporte 

Na+/glucosa intestinal (Zhao et al., 2004), al parecer a través de una interacción directa 

entre ezrina y un grupo de residuos básicos en NHE3 (Cha et al., 2006). Además, el 

tráfico de varios receptores del tipo GPCR parece estar regulado por el adaptador 

EBP50 de las proteínas ERM, también conocido como NHEFR1 (Li et al., 2002). Estos 

datos parecen indicar que la interacción entre las ERM con EBP50 puede ser 

necesaria para el reciclaje y traslocación en membrana del receptor, aunque el 

mecanismo de reciclaje dependiente del complejo receptor/EBP50/ERM/F-actina aún 
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no se conoce bien. De manera interesante, las proteínas ERM han sido localizadas,  

además de en la membrana plasmática, en compartimentos internos asociados a 

endosomas tempranos y de reciclaje de manera dependiente de anexina II (Morel et 

al., 2009; Stanasila et al., 2006), y en compartimentos de la ruta degradativa como 

lisosomas (Poupon et al., 2003) y fagosomas (Defacque et al., 2000). Por último, 

recientemente se ha descrito que las proteínas ERM parecen favorecer la maduración 

endosomal del EGFR (“epidermal grow factor receptor”), dependiente de F-actina,  

hacia lisosomas, regulando el reclutamiento de Rab7 y la disociación de Rab5 

(Chirivino et al., 2011). 

Sin embargo, a pesar de la gran cantidad de evidencias que apoyan la 

participación de las proteínas ERM en el tráfico vesicular, no existen evidencias de la 

participación de moesina durante la formación, internalización o reciclaje de CCV. 

 

RESULTADOS 

Como uno de los principales activadores de las proteínas ERM es el PIP2 y 

éste está relacionado directamente con la localización y progresión adecuada de la 

endocitosis, y recientemente se ha descrito que la entrada del VIH-1 ocurre de manera 

endocítica dependiente de clatrina, quisimos estudiar la implicación del adaptador de 

F-actina moesina durante el tráfico de estructuras de clatrina. 

Para determinar la posible participación de moesina durante la formación, 

internalización o reciclaje de vesículas de clatrina, se realizaron marcajes de 

microscopía confocal con componentes constitutivos de las estructuras de clatrina en 

membrana plasmática. Se observó una colocalización parcial de moesina endógena 

con clatrina y AP-2, pero no con AP-1. La interferencia específica de moesina 

endógena alteró el movimiento lateral de las estructuras de clatrina de superficie, 

además de provocar su agregación en comparación a la condición control. De estos 

agregados surgen vesículas de clatrina individuales, lo que parece indicar la 

participación de moesina en el tráfico de estructuras de clatrina. Mediante la utilización 

de una serie de construcciones de dominios de moesina, determinamos que el dominio 

de unión a PIP2 presente en la región N-terminal de moesina (carente en el mutante 

4K/4N-moesina, desarrollado por nosotros y que no une PIP2) participa en su co-

distribución con estas estructuras de clatrina. Además, la sobreexpresión de la 

construcción N-moesina también provocó cierta agregación de estructuras de clatrina. 

Los agregados generados por la interferencia específica de moesina, mediante 

estudios de microscopía de fluorescencia por reflexión interna total (TIRFM, “total 



Resultados                                                                                                Tesis Doctoral 
_____________________________________________________________________________________ 

______________________________________________________________________ 
 
106                                                                                                  Barroso-González J. 

internal reflexion fluorescence microscopy”), estaban compuestos por clatrina, AP-2, el 

receptor de transferrina (TfR) y el marcador de endosoma temprano Rab5. Estos 

agregados parecen corresponder con vesículas de clatrina endocíticas nacientes, 

positivas para Rab5, intracelulares, y no con estructuras de membrana, debido a su 

ausencia en el análisis de preparaciones de membrana plasmática (“membrane 

sheets”). La ausencia de colocalización significativa con Rab7 y Rab11, refuerzan que 

son vesículas endocíticas de Rab5. Además, se describe por primera vez la 

localización de Rab5 en CCP, antes incluso de la formación de la vesícula endocítica 

naciente. La interferencia específica de moesina provocó una disminución de la 

expresión en superficie celular del TfR como se detectó por citometría de flujo, el cual 

internaliza y recicla independientemente de la unión de transferrina (Tf), de manera 

dependiente de clatrina y AP-2. Además, observamos que la interferencia específica 

de moesina no afecta a la endocitosis e internalización de Tf. Por tanto, si moesina no 

afecta a la formación ni a la internalización de estructuras de clatrina y, aún así, existe 

una menor expresión superficial del TfR en superficie, entonces podría afectar al 

reciclaje temprano del receptor internalizado de vuelta a la membrana plasmática. Así, 

se determinó que el silenciamiento de moesina provocó el secuestro del TfR en 

compartimentos endosomales, disminuyendo su tasa de reciclaje a membrana 

plasmática. Esta función de moesina sobre el reciclaje del TfR depende de su unión 

simultánea a estructuras de clatrina y a F-actina, quizás necesario para redirigir el 

movimiento adecuado de estas vesículas hacia la membrana plasmática para 

comenzar un nuevo ciclo de internalización. 

Estos resultados indican que aunque moesina tiene un papel clave durante la 

fusión y entrada del VIH-1 en la célula diana, parece ser que la endocitosis 

dependiente de clatrina no está implicada en el proceso de entrada viral, por dos 

motivos: en primer lugar, la interferencia específica de moesina no modifica la entrada 

de virus pseudotipados con la envuelta VSV-G que entran en la célula de manera 

endocítica dependiente de clatrina; y en segundo lugar la interferencia de moesina no 

afecta a la tasa de endocitosis de vesículas de clatrina sino a su reciclaje de vuelta a la 

membrana plasmática una vez han internalizado. Por esto, la activación de moesina 

por el VIH-1 en los primeros contactos puede favorecer la dinámica de reciclaje del 

TfR permitiéndo un mayor índice de captación de Tf-hierro, favoreciendo la 

supervivencia de la célula infectada, quizás lo suficiente para completar su ciclo viral. 

Además, datos de nuestro grupo recientemente publicados, indican que la dinámica de 

membrana asociada a PIP2 y regulada por la GTPasa Arf6 sí es importante para la 
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fusión, entrada e infección viral eficiente en células T CD4+ ((Garcia-Exposito et al., 

2011) y ANEXO 2). 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Estos estudios fueron realizados en la línea celular HeLa, una línea celular 

ampliamente utilizada en el estudio de la endocitosis dependiente de clatrina. Se 

utilizaron anticuerpos específicos para detectar moesina, AP-2, AP-1, clatrina, tubulina, 

Rab5, Rab7, receptor de transferrina (TfR), PIP2 y contra la proteína verde 

fluorescente (GFP, “green fluorescente protein”). Las construcciones de ADN utilizadas 

fueron las construcciones FL-moesina-GFP, FL-4K/4N-moesina-GFP (mutante de 

unión a PIP2), N-moesina-GFP (mutante dominante negativo de unión a membrana) y 

C-moesina-GFP (mutante de unión a F-actina), ECFP-Rab5 (marcador de endosomas 

tempranos), clatrina-DsRed, EGFP-Rab7 (marcador de endosomas tardíos), EYFP-

Rab11 (marcador de vesículas perinucleares que reciclan desde el Golgi a la 

membrana plasmática), GFP--adaptina y ECFP-PH como la sonda de detección de 

PIP2. Además, se utilizaron oligos de ARNi-Alexa-546 contra moesina para detectar 

aquellas células que están siendo específicamente interferidas. Se analizó mediante 

“dot-blot” la unión a PIP2 de las construcciones FL-moesina-GFP y FL-4K/4N-moesina-

GFP en células HeLa transfectadas con estas construcciones. Se utilizó la microscopía 

de fluorescencia confocal para monitorizar la localización de moesina endógena con 

respecto a las proteínas endógenas de clatrina (cadena pesada de clatrina), AP-2 (-

adaptina) y AP-1 (-adaptina). El “western blot” nos permitió detectar la extensión de la 

expresión de las distintas proteínas de interés, además del nivel de silenciamiento 

específico por ARNi de la proteína moesina endógena. Mediante citometría de flujo se 

analizó el nivel de expresión en superficie del TfR, además de su índice de 

internalización y reciclaje, monitorizado mediante la detección del ligando transferrina 

(Tf) marcado con un fluorocromo Alexa-488. Se realizó un fraccionamiento subcelular 

por ultracentifugación en gradiente de densidad (OptiprepTM 5–20%), para determinar 

la distribución endosomal del TfR, Rab5 y Rab7 en células interferidas en moesina con 

respecto a células control. Por último, se utilizó la microscopía de fluorescencia por 

reflexión interna total (TIRFM) para el análisis de la formación, tamaño y dinámica de 

las estructuras de clatrina en la membrana celular en células vivas y en preparaciones 

de membrana plasmática, y su grado de colocalización con otros componentes como 

-adaptina, TfR, Tf-488, Rab5, Rab7 y Rab11 en células interferidas en moesina con 

respecto a células control. También se analizó por microscopía TIRF la endocitosis de 
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vesículas de clatrina y el grado de exocitosis de novo del receptor de transferrina 

(TfR). 
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3.4. EL TRITERPENO SEMISINTÉTICO 30-OXO-

CALENDULADIOL ES UN ANTAGONISTA DE CCR5, CON 

ACTIVIDADES ANTI-VIH-1 Y ANTI-QUIMIOTÁCTICAS. 

A pesar de que la introducción de la terapia antirretroviral ha mostrado ser 

efectiva en reducir la carga viral en plasma a niveles casi indetectables, la emergencia 

de cepas de VIH-1 resistentes frente a estos fármacos antirretrovirales junto con la 

toxicidad de los mismos, constituye la causa más frecuente del fracaso de los 

tratamientos. Además, la existencia de santuarios de latencia, replicación y 

propagación del VIH-1 en el organismo, impiden la eliminación de los provirus 

integrados y plantean un obstáculo enorme para la erradicación total del virus en la 

lucha contra el SIDA. Por tanto, es urgente la identificación y el desarrollo de nuevas 

moléculas antirretrovirales, necesarias para el desarrollo de nuevas estrategias 

terapéuticas dirigidas a inhibir las cepas virales resistentes, y con ello a evitar la 

propagación del virus. Estas nuevas moléculas antirretrovirales estarían dirigidas a 

cepas virales resistentes a los tratamientos actuales presentes en individuos 

infectados durante las últimas décadas (Simon et al., 2006).  

Dentro de los posibles nuevos agentes antirretrovirales, los triterpenos 

pentacíclicos representan una clase variada y prometedora de productos naturales con 

actividades anti-virales y anti-tumorales (Aiken and Chen, 2005; Cichewicz and Kouzi, 

2004). Uno de los triterpenos de tipo lupano pentacíclicos mejor estudiado es el ácido 

betulínico (BA, “betulinic acid”), que presenta actividades anti-inflamatorias y anti-VIH-

1 en experimentos in vitro (Aiken and Chen, 2005; Cichewicz and Kouzi, 2004). 

Existen dos tipos de derivados de BA con potentes actividades anti-VIH, por un lado, 

los de clase I interfieren con el proceso de maduración de las partículas virales al nivel 

del procesamiento proteolítico de p25 (CA/SP1) (Keller et al., 2011; Li et al., 2003; 

Zhou et al., 2004), mientras que derivados de BA de clase II pueden actuar como 

inhibidores de la fusión entre las membranas celular y viral, mediante el bloqueo de la 

unión de la envuelta del VIH-1 a la célula diana (Lai et al., 2008; Soler et al., 1996). 

En este trabajo, estudiamos la capacidad de una serie de triterpenos de tipo 

lupano no ácidos, naturales o derivados, en su capacidad de bloquear la infección por 

el VIH-1, y en ese caso determinar el mecanismo de acción.  
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RESULTADOS 

Teniendo en cuenta que los tratamientos antirretrovirales actuales no 

consiguen erradicar completamente el virus del organismo, el presente trabajo 

constituye un esfuerzo dirigido a la identificación de nuevas moléculas inhibidoras de 

la entrada del VIH-1 con nuevos modos de acción que impidan, por tanto, el 

establecimiento de los reservorios virales latentes tan difíciles de erradicar y 

responsables de la propagación viral.  

Se estudiaron una serie de triterpenos tipo lupano naturales y semisintéticos 

con una estructura química similar, para identificar nuevas moléculas pequeñas 

capaces de inhibir la infección por VIH-1. Ninguna de las moléculas ensayadas 

presentó toxicidad celular en las concentraciones de ensayo (en un rango desde 1 nM 

a 10 M). Entre ellos, se observó que el compuesto semisintético triterpenoide 30-oxo-

calenduladiol perturbó la fusión célula-célula, mediada por envueltas R5 trópicas, sin 

afectar a la fusión celular mediada por las envueltas X4 trópica. En ensayos de 

infección utilizando partículas virales de un único ciclo de infección, deficientes en 

replicación conteniendo el gen luciferasa, se observó que el 30-oxo-calenduladiol 

inhibió la entrada e infección de viriones R5 trópicos, en células permisivas CEM.NKR-

CCR5 (CD4+/CXCR4+/CCR5+). Sin embargo, este compuesto no afectó a la entrada e 

infección por partículas virales X4 trópicas, ni pseudotipadas con la proteína viral de 

envoltura VSV-G de fusión endocítica dependiente de clatrina. Experimentos de 

infección a distintas dosis del compuesto, mostraron que el 30-oxo-calenduladiol fue 

menos efectivo que la quimiocina RANTES (CCL5), ligando natural de CCR5, en 

inhibir la infección por VIH-1 de cepas R5 trópicas, pero, aún así, mostrando una 

buena potencia anti-viral, en experimentos dosis-respuesta. Estos resultados indican 

que esta estructura química podría ser de interés para el desarrollo de nuevas 

moléculas anti-VIH-1. La inhibición observada sobre la infección de virus R5 trópicos 

es debida a la interacción directa, con una afinidad cercana a la de RANTES, y 

reversible del 30-oxo-calenduladiol con CCR5, y no con CD4 ni con CXCR4. Esta 

unión compite con la unión entre RANTES y CCR5. Estos datos coinciden con la 

actividad neutralizante específica mostrada frente a cepas de VIH-1 con envueltas R5 

trópicas. Este compuesto no internaliza el receptor de quimiocinas, incluso a 

concentraciones de 1 M, e inhibe la internalización de CCR5 inducida por RANTES, 

como se observó por citometría de flujo y microscopía dinámica TIRF. Este hecho 

podría explicar la menor potencia anti-viral del 30-oxo-calenduladiol respecto de 

RANTES, ya que la competición frente a gp120 por la ocupación de CCR5 es un 

componente importante de la actividad anti-viral de los agonistas y/o antagonistas de 
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CCR5, pero la internalización de CCR5, que induce RANTES pero no así 30-oxo-

calenduladiol, es otro componente clave en la actividad y eficacia anti-viral de 

RANTES. A continuación, y relacionado con esta activación endocítica de CCR5, se 

determinó el papel del 30-oxo-calenduladiol sobre la capacidad señalizadora de CCR5. 

Se observó que la pre-incubación de células CCR5+ con 30-oxo-calenduladiol bloqueó 

la movilización de Ca2+ intracelular y la quimiotaxis dependiente de CCR5, mediada 

por la quimiocina natural RANTES. Por lo tanto, parece que el 30-oxo-calenduladiol 

compite no sólo la unión de la proteína de envuelta viral gp120 y del ligando de CCR5 

RANTES, sino que también compite con la señalización de RANTES a través de su 

receptor CCR5. Por último, se observó que el 30-oxo-calenduladiol no afecta a la 

capacidad de diversos anticuerpos monoclonales de reconocer sus receptores 

humanos específicos, CCR1, CCR2b, CCR3 o CCR4. Además no tiene ningún efecto 

sobre la unión de RANTES a CCR1 o CCR2b, Eotaxina a CCR3, y TARC (“Thymus- 

and activation-regulated chemokine”) a CCR4, lo que indica la especificidad de acción 

del 30-oxo-calenduladiol sobre el receptor CCR5, sin afectar a otros CC 

quimiorreceptores, y que explicaría así su actividad anti-VIH y anti-quimiotáctica como 

antagonista específico de CCR5. 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Se utilizaron para los ensayos seis lupanos naturales o semisintéticos. Los 

compuestos fueron proporcionados por el grupo de investigación del Dr. Ángel 

Gutiérrez Ravelo, del Instituto Universitario de Bio-orgánica (IUBO) Antonio González. 

Se utilizaron anticuerpos monoclonales ficoeritrinados (PE) para CD4, CXCR4, CCR5, 

CCR1, CCR2b, CCR3 y CCR4. Además, se utilizó la sonda Fura2-AM para los 

ensayos funcionales de medición de calcio, y las quimiocinas RANTES, MCP-1, 

Eotaxina y TARC biotinilados para los ensayos de competición de su unión a sus 

respectivos receptores. Los vectores de expresión codificantes para los receptores de 

-quimiocinas CCR1, CCR2b, CCR3 y CCR4 se obtuvieron de OriGene (Origene 

Technology, Inc., Rockville, MD). Los plásmidos utilizados para la producción de 

partículas virales fueron, pNL4-3.Luc.R-E- (Cuerpo viral Env/nef/Luc+), pHXB2-env 

(envuelta X4 trópica), pCAGGS SF162 (envuelta R5 trópica) y pHEF-VSV-G (proteína 

G del virus de estomatitis vesicular). Se utilizaron las líneas celulares permisivas 

humanas CEM.NKR-CCR5 para las infecciones y análisis de niveles de expresión 

superficial de receptores. Las células 293T se utilizaron para la producción de virus 

defectivos en replicación, y para los ensayos de competición con los receptores 
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CCR1, CCR2b, CCR3 y CCR4. Las células HeLa P5, que expresan CCR5-GFP en 

superficie, se utilizaron para los estudios de internalización del receptor por 

microscopía de fluorescencia confocal y de manera dinámica mediante microscopía 

TIRF. Esta técnica de microscopía TIRF nos permite visualizar, en un contexto 

dinámico, moléculas presentes en la membrana plasmática con una profundidad hacia 

el citoplasma inferior a 200 nm, por lo que se pueden estudiar, por ejemplo, eventos 

de endocitosis de receptor inducido por ligando. Las células HeLa P5 

(CD4+/CXCR4+/CCR5+ y LTR--Gal) se utilizaron junto a las células HeLa 243 

(Env+/X4 trópica y Tat+) y HeLa ADA (Env+/R5 trópica y Tat+) para los estudios de 

fusión célula-célula. Por citometría de flujo se analizó el nivel de expresión en 

superficie de los distintos receptores, y el nivel de expresión de los receptores durante 

los ensayos de competición de unión de ligando. La movilización de Ca2+ intracelular 

se midió en un espectrofotómetro de fluorescencia, utilizando la sonda de Ca2+ Fura 2-

AM (5 M) cargada en las células CEM.NKR-CCR5. La migración de células 

CEM.NKR-CCR5 en respuesta a quimiocina se determinó en cámaras de 48 pocillos. 

Estas cámaras contienen dos partes separadas por una membrana de policarbonato 

(tamaño de poro de 8 m), en la parte de arriba se encuentran las células y en la parte 

de abajo se encuentra el medio quimiotáctico. Esta membrana puede ser atravesada 

por células CEM.NKR-CCR5 en respuesta a un gradiente quimiotáctico. 
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Los resultados presentados en esta Tesis Doctoral indican que el VIH-1 

transduce una señal a través de CD4 que induce la producción de PIP2, por la quinasa 

PI4P5-K I, dando lugar a la activación de la proteína adaptadora de F-actina 

moesina. Esta activación parece ser necesaria para la interacción directa entre CD4 y 

CXCR4, y su reclutamiento en las zonas de contacto virus-célula, dependiente del 

citoesqueleto de actina, va a favorecer en último término la fusión de las membranas 

celular y viral en la membrana plasmática de la célula diana. Además, nuestros datos 

indican que el tráfico de clatrina no está implicado en las etapas de fusión, entrada e 

infección por VIH-1 (Nuestros datos y ANEXO 2, (Garcia-Exposito et al., 2011)). Por 

tanto, moesina no está implicada en la regulación de una posible entrada viral del VIH-

1 mediada por clatrina, aunque sí cumple una función importante en el reciclaje hacia 

la membrana plasmática de vesículas de clatrina endocíticas nacientes, favoreciendo 

la supervivencia de la célula infectada a partir de un incremento en la captación del 

complejo hierro-Tf por el sistema Tf/TfR. Este proceso estaría favorecido en las 

primeras etapas de infección por el propio VIH-1, mediante la activación de moesina, 

lo que unido al control y regulación de la fusión y entrada viral, el VIH-1 se aseguraría 

la supervivencia celular durante estos eventos tempranos de infección, importantes 

para asegurar la integración y replicación viral. Por último, hemos caracterizado una 

nueva molécula antiviral que bloquea la entrada de virus R5 trópicos, por unión 

competitiva al receptor CCR5, pudiendo ser un prometedor agente bioactivo (posible 

cabeza de serie) para el desarrollo de nuevos derivados más eficaces para el 

tratamiento del VIH-1.  

De esta manera, nuestros resultados añaden más complejidad al proceso de 

infección por el VIH-1, sobre todo en cuanto a la remodelación dinámica y temporal del 

citoesqueleto de actina cortical durante las primeras etapas del ciclo de vida viral, en 

donde es posible que no sólo una sino un conjunto de proteínas participen activamente 

en la modificación de la plasticidad celular en respuesta a la unión del VIH-1, mediante 

la remodelación del córtex celular y la concentración de complejos de proteínas en 

regiones delimitadas de la membrana plasmática.  

4.1. Moesina regula la infección por cepas X4 trópicas del VIH-1.

Durante esta Tesis, hemos mostrado que el VIH-1 activa las proteínas ERM 

endógenas durante los primeros estadios de infección viral. La activación, o liberación 

de la conformación autoinhibida, tiene lugar a través de la interacción de gp120 con 

CD4, y se detecta por fosforilación de la región C-terminal de la proteína. Esta 
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activación representa un requisito fundamental para la fusión viral, evento que se 

encuentra relacionado directamente con la capacidad de moesina de promover, tras su 

activación, la reorganización e interacción entre los receptores virales CD4 y CXCR4 

de manera dependiente de la F-actina. Este efecto da lugar a la relocalización de la F-

actina, CD4 y CXCR4 en la zona de contacto virus-célula.  

La identidad de la quinasa responsable de la fosforilación de moesina en 

respuesta al VIH-1 es desconocida. Aunque se ha descrito que ROCK y PKC pueden 

fosforilar las ERM in vitro (Bretscher, 1999; Nakamura et al., 1999), nuestros 

resultados, mediante el uso de inhibidores específicos de ROCK y PKC, indican que 

estas quinasas no parecen ser las responsables de la fosforilación de las proteínas 

ERM mediadas por el contacto del VIH-1. Asimismo, parece que la activación y 

fosforilación de moesina se corresponde con un incremento de su asociación con el 

citoesqueleto de actina cortical (Simons et al., 1998), por lo que durante los primeros 

estadios de infección puede favorecer el anclaje de la membrana plasmática al 

citoesqueleto de actina cortical, reorganizando complejos de proteínas en las zonas de 

contacto virus-célula, lo que incrementaría la eficiencia de la entrada viral e infección.  

Aunque la redistribución de los receptores para el VIH-1, tras el contacto con 

partículas de VIH-1, es un evento conocido (Iyengar et al., 1998; Piguet and Sattentau, 

2004), aún quedan por determinar muchos de los componentes moleculares 

implicados. La asociación superficial entre CD4 y CXCR4 se encuentra potenciada por 

la envuelta del VIH-1 (Lapham et al., 1999; Wang et al., 2004), por lo que las señales 

que permiten la interacción entre ambos debe ser transmitida a través de CD4. 

Igualmente, trabajos previos han mostrado que la desorganización del citoesqueleto 

de actina cortical afecta de manera negativa al agrupamiento de CD4-CXCR4 y 

entrada de virus X4 trópicos (Iyengar et al., 1998; Pontow et al., 2004). En nuestro 

estudio demostramos que la proteína funcional Fl-moesina potencia significativamente 

el agrupamiento e interacción entre CD4 y CXCR4, de manera dependiente de la F-

actina. Esta interacción incrementa la susceptibilidad celular a la infección por el VIH-

1. Por el contrario, una construcción dominante negativa N-moesina o un ARNi 

específico de la proteína moesina endógena bloquean este efecto, inhibiendo la 

entrada viral e infección. Además, la sobreexpresión de N-moesina también inhibe la 

fosforilación de la proteína moesina endógena en respuesta a la envuelta del VIH-1, 

por lo que bloquea la reorganización de la F-actina, CD4 y CXCR4. Por ello, es posible 

que moesina controle la asociación y agrupamiento de los receptores virales CD4 y 

CXCR4 en la región de formación de la sinapsis viral, formación del poro de fusión, 

entrada e infección por el VIH-1.  
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Por otro lado, se ha descrito que moesina y ezrina limitan la infección retroviral 

afectando a la estabilidad del citoesqueleto de tubulina en un estadio posterior a la 

fusión viral y previo a la transcripción reversa del ARN viral (Haedicke et al., 2008; 

Naghavi et al., 2007), proponiéndose que las proteínas ERM participan en la transición 

del genoma viral desde el citoesqueleto de actina hacia una región de microtúbulos 

estables donde podría tener lugar la transcripción reversa viral (McDonald et al., 2002). 

De manera llamativa, las construcciones N-moesina y N-ezrina se comportan de 

manera similar a la construcción funcional en su capacidad de conferir resistencia a 

infección retroviral (Haedicke et al., 2008; Naghavi et al., 2007). Estos resultados son 

aparentemente contradictorios teniendo en cuenta la función dominante negativa de 

estas construcciones, que aunque no se conozca en profundidad, parece depender de 

la unión del dominio FERM N-terminal a la región C-terminal de las proteínas ERM 

endógenas abiertas, por tanto, enmascarando el dominio de interacción con F-actina 

(Bretscher, 1999). Por tanto, estos dominantes negativos secuestran los extremos C-

terminales de unión a actina de las proteínas ERM abiertas, por el contacto del VIH-1 

con CD4, inhibiendo su función, como mostramos durante este trabajo.  

De acuerdo con nuestros datos, el silenciamiento específico de moesina 

bloquea la infección y/o fusión célula-célula por cepas X4 trópicas del VIH-1 en líneas 

celulares no linfoides (Kubo et al., 2008), al parecer incrementando la infección R5 

trópica, y sin afectar a la infección de virus VSV-G y E-MLV. Curiosamente, el principal 

bloqueo de la infección se observó con un ARNi contra la proteína radixina endógena, 

la cual se expresa muy poco en las células diana de la infección por el VIH-1 

((Shcherbina et al., 1999) y nuestros resultados). A pesar de estos resultados, el 

mecanismo molecular del efecto de las proteínas ERM sobre la infección del VIH-1 no 

ha sido explorado hasta ahora. Aquí, nuestros resultados proporcionan evidencias de 

la participación de moesina en la regulación de la fusión e infección, mediada por la 

envuelta del VIH-1, a través de la reorganización de los receptores CD4 y CXCR4, 

dependiente de la F-actina cortical.  

Los resultados presentados en esta tesis doctoral muestran además que la 

proteína ezrina, aunque también se activa por el VIH-1, no parece tener ningún efecto 

sobre la fusión, entrada e infección por el VIH-1. Por un lado, puede ser debido a 

diferencias en el nivel de expresión de las distintas proteínas ERM en linfocitos, donde 

la proteína mayoritaria moesina podría compensar la ausencia de la proteína ezrina, 

pero quizás no al revés. Por otro lado, puede ocurrir que ambas proteínas, aunque 

simultáneamente activadas por fosforilación en Thr, cumplan funciones diferentes en la 

célula diana. Así, se ha descrito que ezrina, pero no moesina, puede regularse por 
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fosforilación en Tyr (Tyr145 e Tyr353) además de en Thr. De manera interesante, la 

fosforilación en el residuo Tyr145 de ezrina puede ser mediada por p56Lck de manera 

dependiente de CD4 in vitro, aunque no se conoce su relevancia en células T. 

Además, la fosforilación en Tyr353 permite a ezrina unirse a la subunidad reguladora de 

la quinasa PI3K activando señales de supervivencia celular (revisado en (Burkhardt et 

al., 2008)). Igualmente, ezrina es capaz de interaccionar con la quinasa FAK y 

reclutarla a la membrana plasmática, donde puede activarse por auto-fosforilación, 

permitiendo la estimulación de rutas de supervivencia dependientes de PI3K/Akt 

(Poullet et al., 2001). Así, sería interesante estudiar si la activación y liberación de la 

conformación autoinhibida por el VIH-1 en ezrina va acompañada por una fosforilación 

en Tyr que determine otras funciones efectoras de la proteína. En cuanto a la 

supervivencia celular, ezrina (pero no moesina y radixina) interacciona directamente 

con Fas (CD95) inhibiendo el mecanismo de apoptosis mediado por la activación de la 

caspasa 8 dependiente de la interacción Fas/FasL (revisado en (Neisch and Fehon, 

2011)). Estos datos podrían indicar una posible función de protección frente a la 

apoptosis ejercida por la proteína ezrina, que podría favorecer la replicación viral. 

Por último, mostramos que la activación de moesina y ezrina, tiene lugar de 

manera transitoria durante el curso temporal de infección por el virus VIH-1. Estos 

resultados indican que la inactivación posterior de moesina, junto con la acción de 

otras proteínas de unión a actina como cofilina (Yoder et al., 2008), sería fundamental 

para la desestructuración de los complejos de actina formados en membrana en la 

región de contacto virus-célula, necesarios para liberar la tensión e incrementar la 

fluidez de la membrana plasmática que permitiría la entrada de la nucleocápside en el 

citoplasma de la célula diana. 

4.2. La producción de PIP2 inducido por el VIH-1 es necesaria para la

fusión eficiente de las membranas celular y viral.  

El PIP2 producido, de manera dependiente del VIH-1, durante la interacción del 

virus con la célula diana puede tener varias funciones. Por un lado, puede afectar a la 

fluidez de la membrana plasmática en las zonas de contacto virus-célula fomentando 

el proceso de fusión y, por otro lado, puede afectar a la organización de los receptores 

virales favoreciendo los procesos iniciales de interacción entre la célula y el VIH-1, y la 

consiguiente fusión e infección. En este sentido, recientemente se ha descrito la 

participación necesaria del recambio de la membrana plasmática dependiente del 

tráfico de vesículas de PIP2 por la GTPasa Arf6, para una eficiente fusión e infección 
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del virus con la célula diana ((Garcia-Exposito et al., 2011) y ANEXO 2). Por otro lado, 

se ha establecido el papel del PIP2 durante los estadios de ensamblaje y salida de 

partículas de VIH-1, a través de la localización de la proteína precursora Pr55Gag en la 

membrana plasmática (Chukkapalli et al., 2008; Ono et al., 2004). Estos datos en su 

conjunto, muestran que el PIP2 y la dinámica de membrana asociada, estaría 

regulando diversos estadios del ciclo de vida del VIH-1, tanto en la entrada como en la 

salida. En este sentido, muchos virus secuestran la maquinaria de tráfico vesicular 

celular para completar su ciclo de vida de manera eficiente, ya sea durante la etapa de 

entrada o durante el proceso de replicación viral, y así, evadir la respuesta inmune del 

organismo contra el patógeno (revisado en (Barroso-Gonzalez et al., 2011), ver 

ANEXO 3). 

Nuestros resultados muestran las primeras evidencias sobre el requerimiento 

de la actividad de la quinasa PI4P5-K I y la síntesis de PIP2 asociado para una 

eficiente infección por el VIH-1 en linfocitos T. La sobreexpresión de una construcción 

funcional de PI4P5-K I incrementa la producción de PIP2 mediado por el contacto de 

la envuelta del virus con el receptor CD4. Este incremento en la cantidad de PIP2 está 

correlacionado con un incremento en la entrada e infección del VIH-1.  

La quinasa PI4P5-K puede regular diversas estructuras de la superficie celular, 

modificando la dinámica de actina cortical por interacción del PIP2 con proteínas de 

unión a actina como gelsolina, vinculina, profilina, filamina, cofilina o las proteínas de la 

familia de las ERM (revisado en (Saarikangas et al., 2010; Yin and Janmey, 2003)). En 

este sentido, existen regiones de la superficie celular preferentes para la entrada del 

VIH-1, enriquecidas en actina y en los receptores virales, como “ruffles” y 

microvellosidades (Singer et al., 2001; Steffens and Hope, 2003). Estas estructuras 

son reguladas por la dinámica de actina cortical y por la actividad de las proteínas 

asociadas a ella. Datos de nuestro equipo de investigación, indican que el PIP2 

producido por la activación de la quinasa PI4P5-K I, mediado por la proteína gp120 

del VIH-1, puede reclutar y activar las proteínas ERM en las zonas de contacto virus-

célula permitiendo la apertura de su conformación autoinhibida, por unión a su dominio 

FERM N-terminal, favoreciendo su anclaje al citoesqueleto de actina y a la membrana 

plasmática, y permitiendo la reorganización del córtex celular observado durante los 

primeros estadios de infección por el VIH-1 (ver datos no publicados en ANEXO 1). 

Observamos que la sobreexpresión de una construcción funcional de la quinasa 

PI4P5-K I potencia la fosforilación de moesina mediada por la envuelta gp120 del 

VIH-1, mientras que la sobreexpresión de un mutante inactivo la inhibe (ANEXO 1) 



Discusión                                                                                        Tesis Doctoral 
______________________________________________________________________ 

______________________________________________________________________ 

156 Barroso-González J. 

Además, la actividad de la quinasa PI4P5-K I puede estar regulada por las proteínas 

de la familia de las GTPasas Rho, estimulando la síntesis de PIP2 en membrana 

(Oude Weernink et al., 2004), quien a su vez puede regular la actividad de estas 

GTPasas (Yoshida et al., 2009). Por ello, la activación de RhoA y Rac-1 por el VIH-1 

(del Real et al., 2004; Harmon and Ratner, 2008; Jimenez-Baranda et al., 2007; 

Pontow et al., 2007; Pontow et al., 2004; Vorster et al., 2011), podrían regular la 

actividad de la quinasa PI4P5-K, y la consiguiente generación de PIP2, favoreciendo la 

fusión viral e infección. Por otro lado, Rac-1 parece ser crítico para la fusión de 

membranas biológicas (Eitzen, 2003), por lo que su actividad puede favorecer el 

proceso de fusión entre la membrana viral y celular, posiblemente, a través de la 

producción del lípido fusogénico PIP2 en las zonas de contacto virus-célula. 

Por otro lado, el PIP2 puede tener otras funciones durante la entrada del VIH-1. 

En primer lugar, el PIP2 puede unirse e inactivar la proteína despolimerizadora de 

actina cofilina aún cuando ésta se encuentra en su estado activo (van Rheenen et al., 

2007). Esta inactivación de cofilina por el PIP2 y por fosforilación mediada por LIMK1 

dependiente de ROCK (Jimenez-Baranda et al., 2007) y Pak (Pontow et al., 2007; 

Vorster et al., 2011), permitiría la estabilización inicial de actina necesaria para el 

reclutamiento, dependiente de moesina y filamina ((Jimenez-Baranda et al., 2007) y 

nuestros resultados), de los receptores/correceptores en las zonas de contacto virus-

célula. Además, la hidrólisis del PIP2, como ocurre durante el curso de la infección por 

el VIH-1, podría estar implicada en la desestabilización del complejo de F-actina inicial, 

por inactivación de las ERM (Hao et al., 2009) y por reactivación de cofilina 

permitiendo su actividad de despolimerización y corte de filamentos de actina, lo que 

permitiría la entrada de la NC viral en el citoplasma celular (Yoder et al., 2008). En 

segundo lugar, la síntesis de PIP2 por el VIH-1 e hidrólisis posterior por PLC puede 

permitir la progresión adecuada de la ruta de señalización que termina con la 

activación de Rac1 y Arp2/3, al parecer necesario para la remodelación de actina 

durante la entrada viral e infección (Harmon and Ratner, 2008; Vorster et al., 2011). En 

tercer lugar, el PIP2 puede unirse y activar las proteínas vinculina y talina aumentando 

la afinidad de unión entre ellas y ayudando a la formación adecuada de las adhesiones 

focales (revisado en (Saarikangas et al., 2010)), también implicadas en los primeros 

estadios de infección retroviral (Brown et al.). La activación de la conformación 

autoinhibida de vinculina por el PIP2 permite su unión a otras proteínas implicadas en 

la infección por el VIH-1 como talina, paxilin y el complejo Arp2/3, además de a actina 

(revisado en (Saarikangas et al., 2010). El PIP2 también es un activador de la proteína 

talina, promoviéndo la unión, agrupamiento y activación de -integrinas (Cluzel et al., 
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2005). Por último, el PIP2 puede incrementar la viabilidad de las células T infectadas, 

actuando como un protector contra la apoptosis celular inhibiendo las caspasas 8 y 9, 

así como su efector la caspasa 3, asegurando una eficiente infección y propagación 

viral (Azuma et al., 2000).  

Con estos resultados, podemos sugerir un modelo de la participación de la 

quinasa PI4P5-K I, el PIP2 y moesina en la infección de linfocitos por partículas de 

VIH-1 X4 trópicas (Figura 22, paso 1). Así, la unión del virus a CD4 activa la proteína 

moesina de linfocitos pasando de su forma citoplasmática durmiente a una forma 

abierta activa, cuyo “readout” de activación es la fosforilación del residuo Thr558 C-

terminal por una quinasa aún por determinar, por su unión al PIP2 producido en las 

zonas de contacto virus-célula por la quinasa PI4P5-K I de manera dependiente del 

VIH-1 durante la entrada viral (Figura 22, paso 2). Moesina en su conformación activa 

se encargaría de estabilizar y reorganizar el citoesqueleto de F-actina cortical, 

necesario para la redistribución e interacción entre los receptores CD4-CXCR4 en un 

polo de la célula (Figura 22, paso 3). Este proceso incrementa la probabilidad de 

interacciones múltiples entre la envuelta del VIH-1 con CD4 y CXCR4, necesarias para 

la formación del poro de fusión, entrada e infección (Figura 22, paso 4). Además, no 

podemos excluir que la redistribución de la F-actina por moesina pueda estar 

implicada en proporcionar la tensión superficial mecánica adecuada en el estadio final 

de mezcla de bicapas lipídicas (Eitzen, 2003), favoreciendo así la fusión viral. En este 

sentido, el anclaje de F-actina a la membrana plasmática por moesina en un estado 

activado abierto, es potenciado por una construcción FL-moesina e inhibido por un 

dominante negativo N-moesina. Interferir con este proceso inhibe la infección por el 

VIH-1. En el caso de los virus R5 trópicos en los que moesina no parece tener un 

papel crucial durante las etapas de fusión e infección viral, la actividad de la quinasa 

PI4P5-K I y el PIP2 producido sí parecen tener un papel importante en la regulación 

de los mecanismos de infección viral, seguramente a través de otros mecanismos 

efectores como los indicados anteriormente durante la discusión. 
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Figura 22: Modelo de la participación de la quinasa PI4P5-K I, el PIP2 y moesina en la 
infección por cepas virales X4 trópicas del VIH-1 (Paso 1). El VIH-1 contacta con CD4 (Paso 
2a) activando la producción de PIP2 a través de la quinasa PI4P5-K I (Paso 2b). Este PIP2 
libera la conformación autoinhibida de moesina (ver datos no publicados en ANEXO 1), 
permitiendo su anclaje a membrana plasmática y a la F-actina (Paso 2c). Con ello, moesina 
estabiliza y reorganiza el citoesqueleto de actina favoreciendo el agrupamiento e interacción 
entre CD4 y CXCR4 (Paso 2d). Este efecto favorece múltiples interacciones entre la envuelta 
viral y la célula (Paso 3), favoreciendo la fusión, entrada e infección eficaz por VIH-1 (Paso 4). 

4.3. Moesina regula el tráfico y el reciclaje de vesículas de clatrina

nacientes, asegurando la infección y replicación del VIH-1. 

Desde el descubrimiento del VIH-1 como el agente etiológico causante del 

SIDA, muchos trabajos de investigación se han centrado en determinar el mecanismo 

de entrada viral. Aunque los primeros estudios determinaron que la entrada e infección 

productiva del VIH-1 ocurría principalmente en la membrana plasmática mediante un 

mecanismo de fusión entre la membrana celular y la viral de manera independiente de 

pH (Doms and Trono, 2000), recientemente se ha descrito que la ruta principal de 

entrada del VIH-1 depende de un mecanismo de endocitosis mediada por 

clatrina/dinamina y posterior fusión en endosomas (Miyauchi et al., 2009). Aún así, 

existe bastante controversia sobre este último trabajo, por dos motivos. Por un lado, la 

proteína dinamina participa en multitud de procesos celulares aparte de la endocitosis, 

como el transporte vesicular, citocinesis, división de organelas, movimiento celular, 

señalización celular e incluso la reorganización del citoesqueleto de actina, por lo que 
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su inhibición puede afectar de manera inespecífica a varios procesos (revisado en (Yu 

et al., 2009)), y por otro lado, el inhibidor de dinamina “dynasore” afecta negativamente 

a la remodelación activa del citoesqueleto de F-actina (Yamada et al., 2009). Además, 

existen evidencias que indican que la entrada endocítica del VIH-1, aunque ocurre a 

gran escala, no lleva a una infección productiva (Fredericksen et al., 2002; McClure et 

al., 1988; Pelchen-Matthews et al., 1995; Wei et al., 2005). Por otro lado, se ha visto 

que el bloqueo de la endocitosis de los receptores para el VIH-1, así como su índice 

de endocitosis, no afecta a la entrada o replicación del VIH-1 (Alkhatib et al., 1997b; 

Amara et al., 1997; Aramori et al., 1997; Brandt et al., 2002; Gosling et al., 1997; Lu et 

al., 1997; Maddon et al., 1988; Pelchen-Matthews et al., 1995). Por último, se han 

descrito proteínas implicadas en la remodelación del citoesqueleto de actina cortical 

que afectando a la entrada del VIH-1, no tienen efecto sobre la entrada endocítica del 

virus VSV-G (del Real et al., 2004; Harmon et al., 2010; Harmon and Ratner, 2008; 

Jimenez-Baranda et al., 2007; Vorster et al., 2011; Yu et al., 2009).  

Los resultados presentados en esta tesis doctoral muestran que, aunque la 

quinasa PI4P5-K I, el PIP2 e incluso las proteínas ERM han sido implicadas en 

diversos estadios de la endocitosis dependiente de clatrina, la inhibición de la función 

de la quinasa PI4P5-K I mediante un dominante inactivo de la enzima, o la 

interferencia específica de la proteína moesina endógena, no tiene ningún efecto sobre 

la entrada e infección de virus VIH-1 pseudotipados con la envuelta VSV-G, cuyo 

mecanismo de entrada es dependiente de clatrina y posterior fusión en endosomas. 

Estos resultados indican que el contacto de la envuelta del VIH-1 con sus receptores, 

presentes en la célula diana, constituye un requisito fundamental para la etapa inicial 

de remodelación del córtex celular, necesario para que tenga lugar la entrada 

productiva del virus en la célula diana, por fusión directa con la membrana plasmática. 

Aún así, como se ha establecido el requerimiento del PIP2 en los primeros 

estadios de la endocitosis dependiente de clatrina (Beck and Keen, 1991; Zoncu et al., 

2007), y la participación de las proteínas ERM en diversos estadios del tráfico 

vesicular (Chirivino et al., 2011; Morel et al., 2009; Poupon et al., 2003; Stanasila et al., 

2006), estudiamos el papel de moesina en los estadios de formación, internalización y 

reciclaje de CCV. 

Los resultados presentados en esta Tesis Doctoral indican que la proteína 

moesina endógena colocaliza con clatrina y con -adaptina endógenas (revisado en 

(McMahon and Boucrot, 2011)), y el silenciamiento específico de moesina endógena 

afecta a la movilidad y distribución de las estructuras de clatrina (CCS). Asimismo, el 
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silenciamiento de moesina generó un incremento en la movilidad lateral de CCS, y la 

formación de agrupamientos que se disgregan progresivamente en estructuras 

individuales. Por todo ello, parece que moesina podría funcionar como un adaptador 

que dirige el movimiento de CCS.  

Como se ha descrito anteriormente, la activación de las proteínas ERM por el 

PIP2 permite la activación y unión de éstas a la F-actina (Fievet et al., 2004; Nakamura 

et al., 1999), por lo que el control del tráfico de CCS por moesina podría estar dirigido 

por su unión a F-actina de manera dependiente de su unión al PIP2 presente en CCV 

nacientes. La colocalización de moesina con clatrina parece depender de una 

interacción indirecta mediada por PIP2, y no por una interacción directa con clatrina, 

debido a que un mutante de moesina de unión a PIP2 (4K4N-moesin) no colocaliza 

con clatrina, al igual que una construcción de moesina que sólo se une a F-actina y 

carece del dominio de unión a PIP2 (C-moesina). De manera similar a los resultados 

obtenidos con la interferencia específica de moesina, una construcción N-moesina 

incapaz de unirse a F-actina colocaliza con clatrina y provoca el agrupamiento 

aberrante de estas estructuras. De manera destacable, observamos que Fl-moesina 

colocaliza con CCV y se mueve con ellas en el plano z, datos que confirman la 

participación de moesina en la distribución y movimiento de una subpoblación de CCV 

de manera dependiente de actina. 

Además de la propia actina, existe una gran cantidad de proteínas de unión a 

actina que participan en diversos estadios del proceso de endocitosis dependiente de 

clatrina, que incluyen la organización adecuada de la maquinaria endocítica, la 

invaginación de las estructuras de clatrina, su separación de la membrana plasmática 

y el movimiento de las vesículas en el citoplasma (Engqvist-Goldstein and Drubin, 

2003; Merrifield, 2004). Además, de acuerdo con nuestros resultados, se ha descrito 

que la inhibición de la dinámica de actina bloquea la internalización y movilidad de una 

subpoblación de CCV (Yarar et al., 2005). Por ello, nuestros datos aportan una mayor 

complejidad al proceso dinámico de la endocitosis y reciclaje de estructuras 

vesiculares, y proporcionan evidencias de la participación del adaptador de F-actina 

moesina en el control de la distribución y movilidad lateral de una subpoblación de 

CCV asociadas a moesina.  

Otras proteínas importantes en la regulación del transporte intracelular a nivel 

endosomal son las proteínas de la familia de las Rab GTPasas (Rink et al., 2005). 

Nuestros resultados indican que el silenciamiento específico de moesina endógena 

provoca la acumulación de Rab5 en CCV, estructuras que no fueron observadas en 
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preparaciones de láminas de membrana, por lo que representan una población de 

CCV endocíticos nacientes. Si el silenciamiento de moesina afecta al tráfico de 

estructuras Rab5-CCV, entonces debe afectar a la dinámica de cargos asociados a 

CCV como el TfR. Analizando el TfR, observamos por TIRFM y por fraccionamiento 

celular que el silenciamiento de moesina provoca la acumulación del TfR en 

estructuras Rab5-CCV. Datos que correlacionan con estudios de citometrías de flujo 

donde se observó una menor expresión superficial del TfR, y una mayor cantidad del 

ligando Tf secuestrado en el interior celular, indicativo de un defecto en el reciclaje de 

TfR. Además, estudios de preparaciones de membrana plasmática donde se observó 

una cantidad equivalente de estructuras Rab5-CCV en ambas condiciones, en 

condiciones control con respecto a la condición interferente de moesina endógena, 

indican que el silenciamiento de moesina no afecta a la formación ni a la invaginación 

y fisión de las vesículas de clatrina. Por tanto, como el silenciamiento específico de 

moesina no afecta al proceso de captación de Tf ni al proceso de exocitosis general 

del TfR hacia la membrana plasmática, pero si provoca el secuestro del ligando Tf en 

el citoplasma celular en ensayos de reciclaje, entonces proponemos que moesina 

estaría controlando el reciclaje de TfR a partir de una dinámica de movimiento de 

estructuras Rab5-CCV dependiente del citoesqueleto de actina. 

En resumen, moesina controla el movimiento lateral, la distribución celular y el 

tráfico de una subpoblación de vesículas nacientes Rab5-CCV, probablemente 

promoviendo el reciclaje de CCV a través de su capacidad de unión simultánea a PIP2 

y a F-actina. Además, en relación a la infección por el VIH-1, moesina no afecta a los 

primeros estadios de formación e internalización de estructuras de clatrina, como se 

observó por su incapacidad de afectar a la entrada por endocitosis dependiente de 

clatrina del virus VSV-G. Lo que si ocurre es que moesina es capaz de regular el 

reciclaje temprano del TfR hacia la membrana plasmática tras ser internalizado. Por 

todo ello, la activación de moesina por el VIH-1 podría favorecer la captación de Hierro 

por la célula diana, mediante un incremento de la velocidad de reciclaje del TfR hacia 

la membrana plasmática para comenzar un nuevo ciclo de captación/internalización, lo 

que facilitaría la supervivencia celular, asegurando la progresión del ciclo de vida viral 

y la replicación del VIH-1.  

4.4. Estudio de inhibidores de la infección por el VIH-1

Como ya hemos descrito anteriormente, “in vivo” las cepas de VIH-1 que 

predominan durante la fase aguda de la infección y principales responsables de la 
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transmisión viral son las R5 trópicas (Princen and Schols, 2005), evidenciado por el 

alto grado de resistencia a la infección de individuos homocigóticos CCR532, quienes 

carecen de un receptor CCR5 funcional (Liu et al., 1996; Samson et al., 1996). Por 

ello, el desarrollo de antagonistas dirigidos a bloquear la infección R5 trópica del VIH-

1, podría ser fundamental para luchar contra la infección por el VIH-1, y para 

complementar las estrategias antirretrovirales existentes contra el SIDA en un futuro 

cercano. Asimismo, representa un área de investigación emergente e importante. 

En este trabajo de Tesis doctoral, describimos por vez primera la actividad anti-

VIH-1 del 30-oxo-calenduladiol (compuesto 1), un triterpeno tipo lupano dihidroxilado 

semisintético. Este compuesto interfiere específicamente con la fusión celular y la 

infección mediada por las envueltas R5 trópicas del VIH-1, a concentraciones similares 

a otras moléculas anti-VIH-1 (Princen and Schols, 2005). Así, el compuesto 1 no 

perturba los procesos relacionados mediados por las envueltas X4 trópicas o VSV-G. 

Esta actividad anti-viral específica del compuesto 1 depende de su capacidad de 

interaccionar con el correceptor del VIH-1 CCR5 y así evitar la unión de la envuelta 

viral. Este triterpeno tipo lupano parece no interaccionar con el antígeno CD4, el 

principal receptor para el VIH-1, ni con el correceptor CXCR4.  

La capacidad del compuesto 1 a competir la unión del anticuerpo monoclonal 

neutralizante anti-CCR5 (2D7) o la unión de su ligando natural RANTES, y de inhibir la 

infección de cepas R5 trópicas del VIH-1, puede depender de su interacción con el 

ECL2 del receptor CCR5. Esta región, representa el dominio de unión conformacional 

para el anticuerpo 2D7 (Lee et al., 1999), el cual ha sido involucrado en la interacción 

virus-receptor y ligando-receptor (Blanpain et al., 2003; Lee et al., 1999; Wu et al., 

1997). Sin embargo, como ocurre con otras moléculas pequeñas anti-virales (Baba et 

al., 1999; Seto et al., 2006), es posible que el compuesto pueda ocupar el bolsillo de 

CCR5, induciendo un cambio conformacional que podría afectar al ECL2 de CCR5, 

impidiendo el reconocimiento por el anticuerpo anti-CCR5 (2D7). Estos potenciales 

cambios conformacionales podrían también afectar a la unión entre RANTES/CCR5 y 

la infección viral del VIH-1 mediada por la interacción entre la proteína gp120 y CCR5. 

Nuestros resultados indican que el compuesto 1 es un antagonista específico 

de CCR5, que se une al receptor CCR5 sin desencadenar movilización de Ca2+ 

intracelular o internalización del receptor. Además, inhibe la movilización de Ca2+ 

intracelular, la quimiotaxis y la internalización de CCR5 mediada por RANTES, por lo 

que su actividad anti-viral parece depender de la ocupación del receptor CCR5. 

Además, el compuesto 1 parece que no interaccionar con otros receptores de -
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quimiocinas, tales como el CCR1, CCR3 y CCR4. Aunque el compuesto 1 muestra un 

pequeño grado de interacción con CCR2b, a altas concentraciones (100M) de la 

molécula. Es posible que la alta homología existente entre los receptores CCR5 y 

CCR2b (un 72% de identidad de secuencia) (Horuk, 2009), puede ser responsable del 

pequeño grado de competición observado contra la unión MCP-1/CCR2b. Todos estos 

datos indican que el compuesto 1 no es un antagonista promiscuo para los receptores 

de -quimiocinas arriba indicados, presentando selectividad de acción sobre el 

receptor CCR5. 

Aunque lo deseado y requerido es la especificidad de dianas para el 

tratamiento mediado por antagonistas de varias enfermedades, recientemente ha 

cobrado mucha expectación el uso de compuestos polifarmacológicos o promiscuos 

para el desarrollo de aproximaciones terapéuticas más eficientes para combatir 

enfermedades multifactoriales (Horuk, 2009). Por lo tanto, sería interesante una mayor 

exploración de la potencial actividad antagonista del compuesto 1 sobre otros 

receptores de la superficie celular, diferentes o no de la familia de las quimiocinas. 

Considerando los datos presentados en esta tesis doctoral, sugerimos que el 

30-oxo-calenduladiol es un nuevo y específico antagonista de CCR5, pudiendo ser un 

prometedor agente bioactivo para el desarrollo de nuevos derivados más eficaces para 

el tratamiento de la infección por el VIH-1, y contra desordenes biológicos relacionados 

con la migración celular mediada por CCR5, tales como por ejemplo la inflamación, 

respuesta inmune y migración de células tumorales (Luster, 1998; van Deventer et al., 

2008). 
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Conclusiones:  
 

1. La reorganización del citoesqueleto de actina, dependiente de la activación 

de moesina por el virus VIH-1, es crítica para la asociación directa y colocalización de 

los receptores CD4 y CXCR4, en las zonas de contacto virus-células T CD4+, durante 

las primeras etapas de infección por VIH-1, e inducida por la envoltura del virus, lo que 

favorece el número de interacciones virus-célula. Además, la actividad adaptadora de 

moesina, permitiéndo la unión de la membrana plasmática al citoesqueleto de actina 

cortical, predispone la dinámica y tensión de membrana adecuadas para que tenga 

lugar una fusión, entrada e infección viral eficiente mediada por la envuelta del VIH-1. 

2. La producción de PIP2 dependiente de la envuelta del VIH-1 y mediada por 

la actividad de la quinasa PI4P5-K I es necesaria en la regulación de los primeros 

estadios de la infección por el VIH-1, antes del ensamblaje y liberación viral, 

promoviendo la formación del poro de fusión, entrada e infección viral, al aumentar la 

fluidez de la membrana celular mediante el incremento del lípido fusogénico PIP2 en 

las zonas de contacto virus-células T CD4+.  

3. Moesina es un componente de la compleja maquinaria molecular que 

controla el tráfico de CCVs nacientes asociados a moesina, de manera dependiente a 

su anclaje simultáneo, tanto al citoesqueleto de actina (por el dominio C-terminal) 

como al PIP2 (por su dominio N-terminal) asociado a la membrana de las vesículas 

CCV. De esta forma, moesina regula el tráfico y reciclaje vesicular de vesículas 

endocíticas nacientes de clatrina, por una ruta de reciclaje temprano hacia la 

membrana plasmática. Por tanto, alteraciones en la activación de moesina explicarían 

la base molecular de enfermedades asociadas a una alteración de la internalización de 

receptores y reciclaje mediado por clatrina, como la progresión del cáncer, desordenes 

congénitos del sistema nervioso central e infecciones virales. 

Por otra parte, nuestros resultados junto a los estudios de regulación de la 

infección por VIH-1 mediante la regulación de la dinámica de membrana, Arf6 

dependiente y clatrina independiente (ANEXO 2, García-Expósito L., Barroso-

González J., et al., MBoC 2011 ((Garcia-Exposito et al., 2011))), podemos proponer 

que la infección por VIH-1 no depende de la ruta endocítica de clatrina, pero que ésta, 

puede estar activa, vía moesina e inducida por el propio virus, para asegurar la 

captación de hierro por este sistema y la supervivencia celular durante las etapa 
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tempranas del ciclo viral del VIH-1. En consecuencia, la activación de moesina por el 

VIH-1 es crucial para asegurar la infección y la replicación viral. 

4. El compuesto natural, derivado semisintético 30-oxo-calenduladiol es un 

nuevo y específico antagonista de CCR5, que bloquea la infección de cepas virales R5 

trópicas del VIH-1, pudiendo ser un prometedor agente bioactivo (posible cabeza de 

serie) para el desarrollo de nuevos derivados eficaces para el tratamiento de la 

infección por el VIH-1, y contra desordenes biológicos relacionados con la migración 

celular mediada por CCR5, tales como por ejemplo la inflamación, respuesta inmune y 

migración de células tumorales. 
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ANEXO 1: 

La actividad productora de PIP2 por la quinasa PI4P5-K I inducida 

por la proteína de la envuelta viral gp120 del VIH-1, activa moesina 

aumentando su nivel de fosforilación.  

Como se ha descrito durante esta Tesis Doctoral, el VIH-1, a través de la 

activación de la quinasa PI4P5-K I, estimula la producción localizada de PIP2 en las 

zonas de contacto virus-célula. Además, mostramos que en esa misma zona tiene 

lugar el reclutamiento y activación, por fosforilación, de la proteína adaptadora de F-

actina moesina, quien posteriormente se encarga del agrupamiento e interacción entre 

CD4 y CXCR4 de manera dependiente del citoesqueleto de actina en las zonas de 

contacto virus-célula, favoreciendo la fusión, entrada e infección por el VIH-1. Como el 

PIP2 es una de las moléculas clave en la activación de las proteínas de la familia de 

las ERM (revisado en (Fehon et al., 2010)), estudiamos el efecto de la sobreexpresión 

de una construcción funcional (wt) y un dominante inactivo (D/A) de la quinasa PI4P5-

K I sobre la activación y el estado de forforilación de moesina y ezrina inducido por la 

envuelta gp120 del VIH-1. Nuestros resultados muestras que la expresión en linfocitos 

T CD4+ de una construcción funcional de la quinasa PI4P5-K I (Anexo 1A, wt-PI4P5-

K I) potencia la activación de moesina inducida por la proteína gp120, como se 

observa por los niveles tan bajos o casi indetectables de fosforilación de las ERM 

(Anexo 1B, (-/+) gp120 en wt-PI4P5-K I), mientras que la expresión de un dominante 

inactivo de la quinasa (Anexo 1A, D/A-PI4P5-K I) inhibe la activación de moesina por 

gp120 (Anexo 1B, condición (-/+) gp120 en D/A-PI4P5-K I). Con estos resultados, 

podemos concluir que la activación de la quinasa PI4P5-K I por el VIH-1, y la 

consiguiente producción de PIP2, representa un requisito fundamental para la 

activación de moesina y su implicación funcional durante la fusión, entrada e infección 

viral productiva por el VIH-1. Por tanto, moesina se activa por PIP2, producción 

dependiente de PI4P5-K I y gracias a la acción del VIH-1 durante los primeros 

estadios de infección, siendo la fosforilación de moesina un “readout” del nivel de 

activación de esta ERM.  
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Anexo 1: La sobreexpresión de la quinasa funcional PI4P5-K I potencia la fosforilación de 
moesina en respuesta a la proteína de la envuelta viral gp120, mientras que la expresión de un 
dominante inactivo de la quinasa, D/A-PI4P5-K I, bloquea la activación de moesina por el VIH-
1. A) “Western blot” representativo del nivel de expresión de las construcciones funcional (wt) y 
dominante inactivo (D/A) de la quinasa PI4P5-K I en linfocitos T CD4+. B) Efecto de la 
sobreexpresión de la quinasa wt-PI4P5-K I y un dominante inactivo de la quinasa (D/A-PI4P5-
K I) sobre la fosforilación de las proteínas ezrina y moesina inducida por la proteína de la 
envuelta del VIH-1 gp120. C y D) Repeticiones de los experimentos mostrados en B.  
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ANEXO 2: 
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