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Resumen	

	 1	

RESUMEN	
	
En	la	búsqueda	de	dianas	celulares	que	actúen	contra	el	VIH-1	y	permitan	erradicar	
el	virus	del	organismo,	el	estudio	de	factores	genéticos	tanto	del	hospedador	como	
del	 virus,	 que	 condicionan	 el	 curso	 de	 la	 enfermedad,	 así	 como	 de	 factores	 de	
restricción	en	el	huésped,	proteínas	celulares	que	interfieren	con	mecanismos	del	
virus,	 suponen	 las	 estrategias	más	 prometedoras.	 Desde	 el	 punto	 de	 vista	 de	 los	
factores	 virales,	 hemos	 estudiado	 la	 funcionalidad	 del	 gen	 env	 procedente	 virus	
VIH-1	de	un	clúster	de	pacientes	LTNP-EC.	Nuestro	trabajo	ha	permitido	identificar	
deficiencias	en	la	señalización	de	dicho	complejo	de	envoltura	(Env)	viral,	a	través	
de	CD4,	la	cual	es	necesaria	para	la	eficiente	entrada	viral,	impidiéndoles	promover	
la	estabilización	de	los	microtúbulos	acetilados	y	la	reorganización	de	la	actina	en	
el	 fenómeno	 del	 “capping”,	 correspondiéndose	 dichos	 defectos	 con	 una	 menor	
entrada	viral	e	infectividad.	La	secuencia	conservada	de	estas	Env	condiciona	estas	
deficiencias	funcionales	y	es	coherente	con	el	fenotipo	clínico	LTNP-EC	del	clúster.	
Asimismo,	estudiando	la	enzima	celular	HDAC6	como	factor	de	restricción	contra	la	
poliproteína	estructural	Pr55-Gag	del	VIH-1,	identificamos	que	la	interacción	entre	
estas	proteínas	y	la	consiguiente	degradación	de	Pr55-Gag	por	ruta	autofágica,	no	
dependía	del	dominio	BUZ	de	HDAC6.	Mutaciones	en	los	dominios	NC,	SP2	y	p6	de	
Pr55-Gag,	 interferían	 con	 esta	 degradación.	 Estos	 resultados	 abren	 camino	 a	
identificar	las	regiones	exactas	de	interacción	entre	estas	proteínas,	descartando	el	
dominio	BUZ	de	unión	a	ubiquitina.	
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1.1.	INICIOS,	DESCUBRIMIENTO,	HISTORIA,	CONTEXTO	GLOBAL:		
	
La	 infección	 causada	 por	 el	 virus	 de	 la	 inmunodeficiencia	 humana	 (VIH)	 ha	 sido	
contraída	por	más	75,7	millones	de	personas	desde	el	comienzo	de	la	epidemia	en	
1981	 (registrada	 entonces	 como	 una	 enfermedad	 desconocida	 (Gottlieb	 2006),	
situándose	el	número	de	personas	que	viven	con	la	enfermedad	globalmente	en	38	
millones	y	registrándose	1,7	millones	de	nuevas	infecciones	en	todo	el	mundo,	en	
2019,	siendo	esta	la	última	estimación	hasta	la	fecha,	realizada	por	la	Organización	
de	 las	 Naciones	 Unidas	 (desde	 su	 programa	 ONUSIDA).	 El	 número	 de	 muertes	
causadas	por	esta	enfermedad	desde	el	inicio	de	la	epidemia	asciende	a	los	32,7	(se	
estima	 que	 entre	 24,8	 y	 42,2)	millones	 de	 personas	 ((UNAIDS)	 2020).	 Con	 estos	
datos	 no	 cabe	 duda	 de	 que	 nos	 encontramos	 ante	 una	 de	 las	 pandemias	 más	
importantes	de	los	siglos	XX	y	XXI.	
	
Fue	a	finales	del	año	1981	cuando	sonaron	las	primeras	voces	de	alarma	en	EEUU,	
de	 una	 enfermedad	 nueva	 que	 se	 estaba	 desarrollando.	 Los	 pacientes,	 en	 ese	
momento	 identificados	 como	 varones	 homosexuales	 previamente	 sanos,	
presentaban	 una	 serie	 de	 enfermedades	 oportunistas,	 de	 las	 cuales	 las	 más	
notables	 fueron	 infecciones	 respiratorias	 causadas	 por,	 el	 hongo	 Pneumocystis	
jirovencii	 (entonces	 clasificado	 erróneamente	 como	 un	 protista	 denominado	
Pneumocystis	carinii),	afecciones	en	 las	mucosas	producidas	por	el	hongo	Candida	
albicans	 y	 en	 algunos	 casos,	 agresivas	manifestaciones	 cutáneas	 y	 perianales	 del	
virus	 “herpes	 simplex”	 (VHS)	 (Siegal	 et	 al.	 1981).	 Algunos	 de	 estos	 pacientes	
manifestaban	un	cuadro	generalizado	de	pérdida	de	peso,	pero	todos	presentaban	
linfocitopenia	y	anergia,	por	lo	que	se	empezó	a	hablar	de	que	estos	defectos	en	el	
sistema	 inmune	 debían	 de	 ser	 adquiridos,	 ya	 que	 el	 historial	 médico	 de	 dichos	
pacientes	 no	 evidenciaba	 ni	 enfermedades	 infeccionas	 recurrentes,	 ni	 trastornos	
linfoproliferativos	previos	(Gottlieb	et	al.	1981;	Siegal	et	al.	1981).	A	su	vez,	meses	
antes	de	estos	casos,	se	habían	reportado,	también	en	Nueva	York	y	la	bahía	de	San	
Francisco,	 al	 menos	 41	 pacientes	 que	 manifestaban	 un	 tipo	 especialmente	
fulminante	 y	 agresivo	 de	 Sarcoma	 de	 Kaposi	 (relatado	 entonces	 como	 similar	 a	
variantes	vistas	en	África),	acompañado	de	hecho	por	algunas	de	las	enfermedades	
oportunistas	 relatadas	 previamente	 (Friedman-Kien	 1981).	 Cuadros	 similares	
siguieron	apareciendo	en	los	años	posteriores	en	otras	regiones,	como	por	ejemplo	
California	 (Centers	 for	 Disease	 1982).	 En	 un	 principio,	 como	 podemos	 ver,	 se	
consideró	 una	 enfermedad	 asociada	 a	 homosexuales,	 consumidores	 de	 drogas	
intravenosas	y,	posiblemente,	receptores	de	transfusiones.	Sin	embargo,	el	cambio	
de	 paradigma	 epidemiológico	 no	 se	 produjo	 hasta	 1984,	 cuando	 fueron	
identificados	 en	 África	 central	 diversos	 pacientes	 que	 no	 pertenecían	 a	 dichos	
grupos	de	riesgo,	añadiéndose	a	 la	 lista	 la	promiscuidad	sexual	y	 la	práctica	de	 la	
prostitución,	 en	estos	 casos,	 también	en	grupos	heterosexuales,	 como	 factores	de	
riesgo	para	 la	 adquisición	de	 este	 síndrome	 (Piot	 et	 al.	 1984;	Van	de	Perre	 et	 al.	
1984).	A	pesar	de	que	 irrefutablemente	 se	había	demostrado,	 ya	desde	entonces,	
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que	 esta	 no	 era	 una	 condición	 médica	 exclusiva	 del	 colectivo	 homosexual,	 la	
discriminación	y	 el	 estigma	 relacionado	 con	el	 Síndrome	de	 la	 Inmunodeficiencia	
adquirida	(SIDA),	se	ha	seguido	manteniendo	hasta	la	actualidad,	especialmente	en	
países	 Africanos,	 donde	 incluso	 sufren	 persecución	 legal	 por	 su	 condición	 y	
dificultad	para	acceder	a	 los	 servicios	sanitarios	y	al	 tratamiento	 (Hagopian	et	al.	
2017).		
	
Dado	 que	 la	 nueva	 enfermedad	 bautizada	 en	 ese	 momento	 como	 SIDA	 estaba	
mostrando	 mucha	 relevancia,	 investigadores	 americanos	 y	 europeos	 iniciaron	 la	
carrera	para	identificar	el	agente	causal	de	este	mal.	Dos	grupos,	en	este	momento,	
se	 destacarían	 como	 adalides	 del	 esfuerzo	 en	 la	 búsqueda	 de	 este	 desconocido	
virus,	por	un	 lado	el	grupo	del	Dr.	Robert	C.	Gallo,	de	 la	Universidad	de	Bethesda	
(Maryland,	 EEUU)	 y	 al	 otro	 lado	 del	 charco,	 el	 grupo	 liderado	 por	 el	 Dr.	 Luc	
Montangier,	en	el	Instituto	Pasteur	de	París.	Sería,	sin	embargo	este	último	el	que	
finalmente	obtuviese	el	mayor	reconocimiento	y	galardones,	siendo	recompensado,	
junto	a	su	colaboradora,	Françoise	Barré-Sinoussi,	con	el	Premio	Nobel	de	Medicina	
en	2008	 (compartido	 con	el	Dr.	Harald	 zur	Hausen,	primer	descubridor	de	 cepas	
del	Virus	del	Papiloma	Humano	causantes	del	Cáncer	de	Cervix)	 	 (NobelPrize.org	
2008).	
	
No	 obstante,	 las	 aportaciones	 e	 investigaciones	 del	 grupo	 del	 Dr.	 Gallo	 fueron	
también	de	suma	importancia.	A	finales	de	la	década	de	los	70,	este	grupo	era	uno	
de	 los	 pocos	 que	 mantenían	 su	 investigación	 en	 la	 búsqueda	 de	 retrovirus	
relacionados	con	cáncer	en	humanos,	un	campo	que	había	decaído	en	popularidad	
por	 aquel	 entonces	 (Gallo	 and	 Montagnier	 2003),	 desde	 el	 descubrimiento	
simultaneo	 de	 la	 enzima	 transcriptasa	 inversa	 por	 David	 Baltimore	 y	 Howard	
Temin	 en	 1970	 (Baltimore	 1970;	 Temin	 and	 Mizutani	 1970).	 El	 aislamiento	 e	
identificación	 de	 la	 interleucina	 2	 (IL-2,	 conocida	 entonces	 como	 “factor	 de	
crecimiento	 de	 células	 T”)	 les	 había	 abierto	 a	 su	 vez,	 el	 estudio	 de	 retrovirus	
linfotrópicos,	 al	 lograr	 el	 mantenimiento	 de	 líneas	 de	 cultivo	 de	 linfocitos	 T,	 el	
tiempo	 suficiente	 para	 la	 expresión	 de	 los	 mismos	 (Morgan,	 Ruscetti,	 and	 Gallo	
1976;	Ruscetti,	Morgan,	and	Gallo	1977).	El	grupo	del	Dr.	Gallo	había	 identificado	
en	1980	un	retrovirus	que	afectaba	a	linfocitos	T,	al	cual	denominó	HTLV-1	(Virus	
linfotrópico	humano	de	células	T	tipo	1)	(Poiesz	et	al.	1980).	En	1983	este	grupo	y	
sus	 colaboradores	 publicaron	 una	 serie	 de	 artículos	 donde	 aseguraban	 haber	
encontrado	 anticuerpos	 contra	 el	 HTLV-1	 y	 secuencias	 integradas	 del	 mismo	 en	
pacientes	de	SIDA,	postulando	entonces	que	el	nuevo	retrovirus	estaba	relacionado	
con	el	virus	causante	de	Leucemia	de	células	T	(Gallo	et	al.	1983;	Essex	et	al.	1983;	
Gelmann	et	al.	1983).	Es	por	esto	que	cuando	aisló	realmente	el	virus,	lo	identificó	
como	HTLV-III	y	siguió	manteniendo	esta	teoría	hasta	mediados	de	los	80,	cuando	
se	 demostró	 que	 el	 virus	 que	 causaba	 el	 SIDA	 era	 un	 lentivirus	 y	 se	 desveló,	
mediante	análisis	de	secuencia,	que	aquel	virus	que	el	Dr.	Gallo	 identificaba	como	
HTLV,	había	sido	en	todo	momento	el	auténtico	VIH-1	y	provenía	de	unas	muestras	



23 / 197

Este documento incorpora firma electrónica, y es copia auténtica de un documento electrónico archivado por la ULL según la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente dirección https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 3296050				Código de verificación: Ejn1Cgrf

Firmado por: Daniel Márquez Arce Fecha: 22/03/2021 14:17:05
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

Agustín Valenzuela Fernández 22/03/2021 16:24:51
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

María de las Maravillas Aguiar Aguilar 21/04/2021 15:56:46
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electrónica

Entrada
Nº registro:  2021/22338

Nº reg. oficina:  OF002/2021/22026
Fecha:  22/03/2021 16:46:09

Introducción	

	 7	

de	pacientes	que	habían	salido	del	 laboratorio	del	Dr.	Luc	Montagnier,	en	Pasteur	
(Rabson	 and	Martin	 1985).	 Hasta	 ese	momento,	 el	 Dr.	 Gallo	 se	 había	mantenido	
firme	 en	 que	 la	 identificación	del	 supuesto	HTLV-III	 era	 previa	 a	 la	 recepción	de	
muestras	 de	 virus	 provenientes	 del	 grupo	 Francés	 y,	 fue	 esta	 revelación	 y	 la	
acérrima	apuesta	por	identificar,	erróneamente,	el	virus	causante	del	SIDA	como	un	
miembro	 de	 la	 familia	 del	 HTLV,	 lo	 que	 minó,	 ciertamente	 de	 manera	 justa,	 su	
posterior	 reconocimiento	 como	 codescubridor	 del	 VIH-1,	 a	 favor	 del	 grupo	 del	
grupo	del	Dr.	Montagnier,	que	había	aislado	el	virus	en	primera	instancia	(Karpas	
2004;	Gallo	and	Montagnier	2003).	
En	la	otra	cara	de	la	historia,	por	su	parte,	el	mencionado	grupo	del	Dr.	Montagnier,	
trabajando	también	en	la	búsqueda	de	retrovirus,	en	concreto,	había	desarrollado	
un	 método	 usando	 suero	 anti-interferón,	 para	 incrementar	 notablemente	 la	
producción	de	retrovirus	en	cultivos	celulares	 (Barre-Sinoussi	et	al.	1979),	por	 lo	
que,	 viendo	 que	 había	 notables	 pruebas	 de	 que	 la	 nueva	 enfermedad	 afectaba	 a	
linfocitos	T	o	alguna	de	sus	subclases	y	conociéndose	un	retrovirus	(su	campo	de	
estudio)	que	afectaba	a	dichas	células,	el	recientemente	descrito	HTLV	por	el	grupo	
de	Gallo	y	sus	colaboradores,	se	metió	de	lleno	en	la	búsqueda	del	agente	causal	del	
SIDA,	enfocándose	en	buscar	un	retrovirus.	Curiosamente,	encontró	un	retrovirus	
en	las	muestras	de	un	paciente	de	SIDA	de	33	años	al	que	tuvo	acceso	y,	a	pesar	de	
ver	 que	 tenía	 algunas	 similitudes	 con	 los	 previamente	 descritos	 HTLV-I	 y	 II,	
presentando	 además	 el	 suero	 del	 paciente	 respuesta	 contra	 antígenos	 de	 dicho	
virus	(el	HTLV-I),	no	quedó	conforme	con	estos	vagos	indicios	y	profundizó	más	en	
su	 investigación,	 a	 diferencia	 del	Dr.	 Gallo,	 viendo	 que	 los	 anticuerpos	 contra	 las	
p19	 y	 p24,	 del	mencionado	 HTLV-I,	 no	 inmunoprecipitaban	 el	 nuevo	 virus	 en	 el	
suero	(Barre-Sinoussi	et	al.	1983).	Un	mes	después,	intentó	publicar	un	artículo	en	
el	 que	 identificaba	 a	 esta	 nueva	 entidad,	 en	 ese	momento	 bautizada	 como	 virus	
asociado	 a	 linfadenopatía	 (“lymphadenopathy	 associated	 virus,	 LAV”),	 como	
perteneciente	a	un	nuevo	grupo	de	retrovirus	diferente	al	grupo	HTLV,	apuntando	
además,	 por	 primera	 vez,	 a	 los	 linfocitos	 T	 CD4+	 como	 diana	 de	 este	 virus.	
Desgraciadamente,	este	artículo,	con	información	científica	crucial,	no	fue	aceptado	
por	 Nature	 en	 este	 momento,	 sino	 un	 año	 más	 tarde	 en	 Science	 (Karpas	 2004;	
Klatzmann	et	al.	1984),	pero,	tal	y	como	se	relata	previamente,	sería	esta	serie	de	
hechos	 lo	que	demostraría	el	descubrimiento	pionero	del	VIH-1	por	parte	de	este	
grupo	 y	 le	 otorgaría,	 lícitamente,	 el	 mayor	 mérito	 por	 dicho	 acontecimiento.	
Posteriormente	 y	 logrando,	 finalmente,	 traer	 orden	 a	 todo	 este	 lio	 de	 nombres	 e	
identificaciones,	 en	 el	 que	 numerosos	 laboratorios,	 a	 parte	 de	 los	 citados,	
estuvieron	involucrados	durante	la	primera	mitad	de	la	década	de	los	80;	el	Comité	
Internacional	de	Taxonomía	de	Virus	adoptó,	en	1986,	la	denominación	común	de	
Virus	 de	 la	 Inmunodeficiencia	 Humana,	 VIH	 (HIV	 en	 inglés),	 quedando	 entonces,	
unificado	el	agente	causal	del	SIDA	(Case	1986).	Sin	embargo,	a	pesar	de	las	sólidas	
pruebas	que	habían	aportado	las	numerosas	investigaciones,	una	pequeña	facción	
disidente	de	la	comunidad	científica	y	algunos	dirigentes	políticos	se	mantuvieron	
alimentando	 la	 controversia,	 hasta	 que	 por	 fin,	 en	 el	 año	 2000	 quedase	
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consensuado	que	el	VIH	causaba,	en	efecto,	el	SIDA,	tras	la	firma	de	la	Declaración	
de	 Durban	 por	 más	 de	 5.000	 científicos	 de	 todo	 el	 planeta	 ('The	 Durban	
Declaration'		2000).	
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1.2.	ORIGENES	DEL	VIH	COMO	SALTO	INTERESPECIE:	
	
Las	 primeras	 sospechas	 del	 origen	 animal	 del	 recientemente	 identificado	 virus	
causante	del	SIDA,	en	ese	momento,	 conocido	por	diversos	nombres	 (LAV/HTLV-
III),	se	expusieron	cuando	fueron	aislados	virus	de	dos	pacientes	de	SIDA	en	África	
Occidental.	Los	investigadores	observaron	que	estos	virus,	denominados	entonces	
LAV-II	(con	la	unificación	de	nombres,	VIH	del	tipo	2	(VIH-2)),	presentaban	ciertas	
diferencias	 en	 el	 complejo	 de	 proteínas	 de	 la	 envoltura	 viral,	 frente	 a	 los	
identificados	hasta	el	momento.	Además	de	esto,	era	reconocido,	el	antígeno	de	la	
envoltura	de	estos	virus,	cuando	se	exponía	a	un	suero	perteneciente	a	ejemplares	
en	 cautiverio	 de	macaco	 Rhesus	 (Macaca	mulatta),	 los	 cuales	 estaban	 infectados	
por	 un	 virus,	 que	 causaba,	 en	 estos	 también,	 inmunodeficiencia,	 el	 entonces	
erróneamente	denominado	STLV-IIImac	(Virus	linfotrópico	en	Simios	de	células	T	
tipo	III)	(Clavel	et	al.	1986).	Pronto	se	sabría	que	estos	macacos	asiáticos	no	eran	
los	 hospedadores	 naturales	 de	 este	 virus,	 sino	 que	 se	 habían	 infectado,	 en	 los	
diferentes	 centros	 de	 investigación	 de	 primates,	 por	 virus	 originarios	 de	 monos	
mangabey	 grises,	 originarios	 de	África	 (Cercocebus	 atys),	 los	 cuales,	 sin	 embargo,	
permanecían	 asintomáticos.	 Este	 virus	 se	 conocería	 a	 partir	 de	 entonces	 como	
VISsm	(Apetrei	et	al.	2005;	Fultz	et	al.	1986).		
	
Poco	 después,	 en	 1989,	 se	 descubriría	 en	 chimpancés	 salvajes	 de	 Gabón	 (Pan	
troglodytes	troglodytes)	otro	nuevo	retrovirus,	denominado	VIScpz,	el	primero	que	
poseía	notables	similitudes	con	el	VIH	de	tipo	1	(VIH-1),	además	de	poseer	el	gen	
vpu,	exclusivo	de	este	y	no	presente	en	el	VIH-2	ni	en	otros	VIS	conocidos	hasta	la	
fecha	(Peeters	et	al.	1989;	Huet	et	al.	1990).	Transcurriría,	sin	embargo,	una	década	
hasta	 que	 certeramente	 se	 demostrase	 que	 era,	 este	 chimpancé,	 el	 reservorio	
original	natural	desde	el	que	se	habían	generado	los	tres	grupos	M,	N	y	O	de	la	cepa	
VIH-1	 (Gao	 et	 al.	 1999),	 aunque,	 posteriormente	 se	 propuso	 que	 el	 grupo	O,	 aun	
originariamente	 procedente	 del	 chimpancé,	 de	 hecho,	 habría	 saltado	 al	 gorila	
occidental	 (Gorilla	 gorilla)	 antes	 de	 pasar	 al	 ser	 humano	 (Van	Heuverswyn	 et	 al.	
2006;	Van	Heuverswyn	and	Peeters	2007).	No	obstante,	aún	no	se	ha	encontrado	
un	 virus	 concreto	 que,	 actuando	 como	 ancestro	 directo	 en	 el	 gorila,	 pudiese	 dar	
lugar	 al	 grupo	 O	 y	 que	 confirmase	 definitivamente	 que	 este	 virus	 saltó	 de	 esta	
especie	(Peeters,	D'Arc,	and	Delaporte	2014).	Un	cuarto	grupo,	el	grupo	P,	con	solo	
2	individuos	identificados,	parece	también	estar	más	emparentado	en	su	secuencia	
al	VISgor	que	al	VIScpz	 (Plantier	et	al.	2009;	Vallari	et	al.	2011).	Aunque	durante	
años	 el	 paradigma	 planteado	 ha	 sido	 que	 los	 hospedadores	 naturales	 de	 estos	
diferentes	 VIS	 permanecían	 asintomáticos,	 esto	 ha	 sido	 cuestionado	 en	 la	 última	
década	 tras	 encontrarse	 pruebas	 de	 cierta	 inmunosupresión	 y	 depleción	 de	
linfocitos	T	CD4+	en	algunos	grupos	de	chimpancés	infectados,	con	una	mortalidad	
incrementada	 asociada	 (Keele	 et	 al.	 2009),	 así	 como	 alteraciones	 asociadas	 a	
enfermedades	 en	 la	 microbiota	 de	 algunos	 grupos	 de	 gorilas	 salvajes	 infectados	
(D'Arc	et	al.	2018).		
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Hasta	 la	 fecha	 se	 han	 descubierto	 al	 menos	 45	 especies	 de	 simios	 no	 humanos	
infectados	por	diferentes	variantes	de	VIS,	de	las	que	se	estima	la	existencia	de	al	
menos	40,	 con	numerosos	 casos	 de	 infecciones	 y	 saltos	 interespecíficos	 (Peeters,	
D'Arc,	and	Delaporte	2014;	Sharp	and	Hahn	2011).		
	
A	pesar	de	que	la	enfermedad	causada	por	el	VIH-1	se	reportó	en	1981	y	el	virus	
responsable	no	se	aisló	hasta	1983,	como	se	explica	previamente,	 los	orígenes	del	
primer	 salto	 exitoso	 del	 virus	 (VIH-1,	 grupo	M	 en	 este	 caso,	 el	más	 numeroso	 y	
extendido	 globalmente)	 de	 los	 simios	 al	 ser	 humano	 se	 han	 conseguido	 estimar,	
mediante	el	uso	de	relojes	moleculares	en	torno	a	1908	(1884-1924),	valiéndose	de	
las	muestras	más	antiguas	que	se	disponen	de	esta	variante,	 las	 llamadas	ZR59	y	
DCR60,	 obtenidas	 en	 1959	 y	 1960	 respectivamente,	 ambas	 provenientes	 de	
Kinshasa	 (República	 Democrática	 del	 Congo)	 (Worobey	 et	 al.	 2008).	Mediante	 el	
mismo	 tipo	de	 técnicas	 se	ha	 estimado,	 también,	 la	 fecha	del	 origen	del	 grupo	O,	
alrededor	de	los	años	1930	(1914-1944),	pero	poco	se	sabe	de	por	qué,	este	grupo,	
teniendo	una	antigüedad	similar	al	grupo	M	pandémico	y	aun	habiendo	 infectado	
de	 decenas	 a	 cientos	 de	 miles	 de	 personas,	 ha	 mantenido	 su	 expansión,	 sin	
embargo,	 limitada	 geográficamente	 a	 la	 región	 de	 África	 Central	 Occidental,	
especialmente	Camerún	(Leoz	et	al.	2015).	Se	ha	estimado	que	el	grupo	N	podría	
haber	 realizado	 su	 salto	 más	 recientemente,	 en	 torno	 a	 1963	 (1948-1977)	
(Wertheim	 and	Worobey	 2009),	 no	 obstante,	 algunos	 investigadores	 consideran	
que	 los	 datos,	 sobre	 la	 secuencia	 de	 este	 grupo	 y	 la	 del	 grupo	 P,	 son	 demasiado	
limitados	 para	 emitir	 conclusiones	 sólidas	 al	 respecto	 de	 la	 fecha	 de	 su	
origen(Sharp	and	Hahn	2011).	
	
A	 propósito	 de	 estos	 saltos	 interespecíficos,	 parece	 ser	 que	 la	 caza	 y	 la	
manipulación	directa	y	 frecuente	de	 la	carne	 fresca	de	estos	simios,	muy	habitual	
en	determinadas	 regiones	de	África	Occidental,	 podrían	haber	 sido,	 en	 el	 pasado,	
los	 mecanismos	 de	 contacto	 para	 las	 primeras	 infecciones	 en	 humanos,	 por	 los	
virus	 procedentes	 de	 los	 simios.	Más	 aún,	 seguiría	 existiendo	 el	 riesgo	de	 que	 se	
produzcan	 zoonosis	 con	virus	VIS	de	 simios	 salvajes,	 derivables	 en	nuevos	 saltos	
interespecie	exitosos	(Peeters	et	al.	2002).	
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1.3.	El	VIH-2,	EL	”MENOR”	DE	LOS	MALES:	
	
La	infección	producida	por	la	cepa	del	tipo	VIH-2	constituye	un	porcentaje	mucho	
menor	y	más	localizado	geográficamente	que	la	producida	por	el	VIH-1,	situándose	
prevalentemente	en	África	Occidental	y	aunque	casos	aislados,	se	han	reportado	en	
regiones	 tan	 distantes	 como	 la	 India,	 Europa	 (principalmente	 Portugal	 y	 Francia,	
por	 sus	 relaciones	 coloniales	 con	 el	Oeste	Africano)	 o	Estados	unidos	 (Campbell-
Yesufu	and	Gandhi	2011).		
	
En	 el	 caso	 del	 VIH-2,	 la	 subdivisión	 da	 lugar	 a	 9	 linajes,	 de	 los	 cuales	 los	 más	
abundantes	son	los	grupos	A	y	B,	siendo	el	resto	grupos	representados	solamente,	
en	cada	uno	de	 los	casos,	por	un	único	paciente	(Visseaux	et	al.	2016).	Su	origen,	
desde	su	ancestro	VIS	(VISsm)	más	cercano	se	remonta	a	1940	(1924-1956),	para	
el	 linaje	 A	 y	 a	 1945	 (1931-1959),	 para	 el	 B	 (Lemey	 et	 al.	 2003),	 los	 cuales,	 son	
orígenes	posteriores	a	los	citados	previamente	para	el	VIH-1.	
	
Pese	 a	 estar	 estrechamente	 emparentados,	 el	 VIH-1	 y	 VIH-2	 poseen	 notables	
diferencias,	 con	una	homología	de	 secuencia	del	50	al	60%	entre	 sus	 respectivos	
genes	 gag	 y	 pol	 y	 que	 llega	 a	 ser	 incluso	 menor	 en	 otros	 genes	 (Guyader	 et	 al.	
1987),	 que	 conllevan	 en	 último	 término	 a	 una	 menor	 virulencia	 del	 segundo	
(Marlink	et	 al.	 1994),	 lo	 cual	 lo	ha	 convertido	durante	 los	últimos	30	años	 en	un	
interesante	 objeto	 de	 estudio	 para	 poder	 encontrar	 donde	 residen	 las	 claves	 de	
posibles	estrategias	terapéuticas	contra	su	pariente	pandémico.		
	
En	general,	parece	que	los	individuos	infectados	por	el	VIH-2	sufren	un	avance	más	
lento	de	 la	enfermedad,	donde	el	nivel	de	descenso	anual	de	 los	 linfocitos	T	CD4+	
puede	ser	de	tan	solo	un	cuarto,	si	lo	comparamos	con	los	desarrollos	en	cohortes	
de	individuos	infectados	con	VIH-1	(Gottlieb	et	al.	2002).	Mucho	se	ha	escrito	sobre	
la	 aparente	evidencia	de	que	esta	menor	patogenicidad,	 el	pobre	desarrollo	de	 la	
enfermedad	y	declive	inmune	de	los	pacientes	están	relacionados,	verdaderamente,	
con	una	menor	carga	viral	o	“set	point”	(Simon	et	al.	1993;	Popper	et	al.	1999),	en	
ocasiones	 28	 veces	 menor	 a	 la	 de	 casos	 de	 su	 pariente	 VIH-1,	 en	 pacientes	
recientemente	seroconvertidos	(Andersson	et	al.	2000).	A	su	vez,	también	han	sido	
relacionadas	 con	 esta	 inferior	 carga	 viral	 de	 los	 pacientes,	 reflejada	 a	 su	 vez	 en	
menor	 carga	 en	 semen	 y	 tracto	 genital	 femenino,	 las	 aparentemente	 mermadas	
eficiencias	de	transmisión	del	virus,	tanto	horizontal	(De	Cock	et	al.	1993;	Gottlieb	
et	al.	2006;	Hawes	et	al.	2008)	como	vertical,	de	la	madre	al	feto	(O'Donovan	et	al.	
2000).		
	
Aunque	 a	 grandes	 rasgos,	 se	 observa	 que	 la	menor	 carga	 viral	 tiene	 una	 notable	
importancia	para	el	menor	impacto	general	del	VIH-2	sobre	los	humanos,	dejar	la	
explicación	 ahí	 sería	 solo	 rascar	 la	 superficie	 de	 los	 factores	 moleculares	 que	
pueden	 estar	 influyendo	 en	 ese	 fenómeno.	 Más	 aún,	 en	 contraste	 con	 el	 ser	
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humano,	en	los	simios	mangabey	grises	 infectados	por	el	ancestro	y	pariente	más	
cercano	 del	 VIH-2,	 el	 VISsm,	 se	 suelen	 observan	 elevadas	 cargas	 virales,	 pero	
manteniendo	 un	 buen	 estado	 de	 salud	 y	 sin	 depleción	 de	 los	 linfocitos	 T	 CD4+	
(Silvestri	et	al.	2003).	Curiosamente,	 se	podría	encontrar	un	paralelismo	con	este	
fenómeno	 en	 humanos,	 donde	 existe	 un	 reducido	 grupo	 de	 personas,	 conocidos	
como	controladores	virémicos	(en	inglés,	“viremic	nonprogressors,	VNP”	o	“viremic	
slow	 progressors,	 VSP”)	 que	 estando	 infectados	 con	 el	 VIH-1,	 mantienen	 niveles	
estables	 de	 linfocitos	 T	 CD4+,	 mientras,	 paradójicamente,	 presentan	 una	 elevada	
viremia,	durante	años	(Shaw	et	al.	2013).	
	
Otro	 factor	 que	 podría	 estar	 influyendo	 es	 la	 actividad	 retrotranscriptasa,	
ligeramente	menor	en	el	VIH-2	y,	se	ha	descrito	que	podría	deberse	a	una	menor	
actividad	RNasa	H,	fundamental	para	la	eliminación	de	la	hebra	molde	genómica	de	
ARN	y	de	los	cebadores	en	la	síntesis	de	la	cadena	de	ADN	(Hizi	et	al.	1991;	Post	et	
al.	 2003).	 Además,	 la	 enzima	 transcriptasa	 reversa	 o	 retrotranscriptasa	 (RT)	 del	
VIH-2	tiene	diferencias	en	su	sitio	de	unión	a	ATP,	que	se	reflejan	en	una	resistencia	
mayor	 a	 los	 antirretrovirales	 del	 grupo	 de	 los	 “inhibidores	 no	 nucleósidos	 de	 la	
transcriptasa	inversa”	(siglas	en	inglés,	NNRTIs)	(Boyer	et	al.	2006).		
	
Otra	 diferencia	 se	 ha	 descrito	 al	 nivel	 de	 la	 glicoproteína	 de	 superficie	 (”surface	
envelope	protein,	 SU”)	 del	 complejo	 de	 la	 envoltura	 del	 VIH-2	 (gp105),	 la	 cual,	 a	
diferencia	de	la	de	la	envoltura	del	VIH-1	(gp120),	puede	unirse,	no	solo	al	receptor	
CD4,	sino	 también	a	moléculas	del	 receptor	CD8	presentes	en	 linfocitos	T,	 lo	cual	
activa	 una	mayor	 producción	 de	 β-quimiocinas	 en	 comparación	 con	 la	 respuesta	
producida	 por	 el	 VIH-1,	 que	 no	mediaría	 por	 este	 receptor	 (Kaneko	 et	 al.	 1997;	
Akimoto	et	al.	1998).	De	todas	formas,	la	diferencia	entre	el	control	de	la	infección	
por	 VIH-2	 por	 parte	 de	 algunos	 pacientes,	 frente	 a	 los	 que	 presentan	
sintomatología,	 se	 ha	 descrito	 más	 dependiente	 de	 la	 magnitud	 de	 respuesta	
específica	a	la	poliproteína	estructural	Pr55-Gag	por	parte	de	los	linfocitos	T	CD8+,	
produciendo	Interferón	gamma	(IFN-γ)	y	 factor	de	necrosis	 tumoral	alfa	(TNF-α),	
que	de	 la	citada	respuesta	de	CD8	ante	 la	proteína	de	 la	envoltura	gp105,	que	no	
parece	 manifestar	 diferencias	 significativas	 entre	 ambos	 grupos	 (de	 Silva	 et	 al.	
2013).			
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1.4.	El	VIRUS	VIH-1:	ESTRUCTURA	Y	CARÁCTERÍSTICAS:	
	
1.4.1.	Genoma	viral:	
	
El	 virus	 VIH-1,	 se	 encuentra	 clasificado	 en	 la	 familia	 Retroviridae	
(Orthoretrovirinae,	 a	 su	 vez),	 dentro	 del	 género	 Lentivirus,	 donde	 también	 se	
clasifican	 los	 previamente	 citados	 VIH-2	 y	 los	 diferentes	 virus	 VIS	 (German	
Advisory	 Committee	 Blood	 2016).	 El	 genoma	 del	 virus	 lo	 forman	 dos	 hebras		
homólogas	de	ácido	ribonucleico	(ARN)	de	sentido	positivo	y	de	cadena	simple,	que	
habrá	 de	 ser	 convertido	 en	 ADN	 de	 doble	 cadena	 por	 la	 enzima	 transcriptasa	
inversa	y	posteriormente	integrado	en	el	genoma	humano	de	la	célula	infectada,	tal	
y	como	ocurre	en	el	resto	de	los	integrantes	de	la	familia	de	los	retrovirus	(Hu	and	
Temin	 1990).	 Cabe	 destacar	 que,	 aunque	 normalmente	 estas	 dos	 hebras	 son	
homólogas	 y	 derivan	 del	 mismo	 progenitor,	 en	 ocasiones,	 debido	 a	 esta	
característica,	 pueden	 ocurrir	 recombinaciones	 en	 células	 infectadas	
simultáneamente	con	dos	provirus	diferentes,	dando	lugar	a	viriones	heterocigotos,	
con	una	hebra	de	ARN	de	cada	progenitor,	que	serán	unificadas	en	nuevas	variantes	
híbridas	 en	 posteriores	 ciclos	 de	 la	 retrotranscriptasa	 (RT),	 al	 infectar	 nuevas	
células	y	contribuyendo	enormemente,	como	estrategia	evolutiva	del	virus	(Burke	
1997).	El	genoma	del	VIH-1	consta,	en	concordancia	con	su	familia	de	pertenencia,	
los	retrovirus,	de	los	genes	gag,	pol,	env,	aparte	de	los	genes	que	codificarían	para	
diversas	proteínas	reguladoras	y	accesorias,	que	serán	explicados	de	forma	breve,	
posteriormente.	 Flanqueando	 el	 genoma	 por	 ambos	 extremos	 encontramos	 las	
secuencias	 “long	 terminal	 repeat	 (LTR)”,	 que	 codificaría	 en	 su	 extremo	5’	para	 el	
promotor	de	la	transcripción	de	los	genes	virales	(Imagen	1).	El	extremo	3’	tiene	la	
misma	 secuencia	 que	 el	 encontrado	 en	 5’,	 pero	 curiosamente	 no	 actúa	 como	
promotor	mientras	el	extremo	5’	esté	presente	y	activo,	sino	como	un	extremo	de	
terminación	de	la	transcripción	y	región	de	poli-adenilación	(Klaver	and	Berkhout	
1994).		
	

Imagen	1.	El	genoma	del	VIH-1	y	las	proteínas	que	codifica.	Esta	imagen	está	adaptada	del	trabajo	de	
Cervera	y	colaboradores	(Cervera	et	al.	2019).		



30 / 197

Este documento incorpora firma electrónica, y es copia auténtica de un documento electrónico archivado por la ULL según la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente dirección https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 3296050				Código de verificación: Ejn1Cgrf

Firmado por: Daniel Márquez Arce Fecha: 22/03/2021 14:17:05
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

Agustín Valenzuela Fernández 22/03/2021 16:24:51
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

María de las Maravillas Aguiar Aguilar 21/04/2021 15:56:46
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electrónica

Entrada
Nº registro:  2021/22338

Nº reg. oficina:  OF002/2021/22026
Fecha:  22/03/2021 16:46:09

Introducción	

	14	

El	virión	del	VIH-1	tiene	un	diámetro	al	microscopio	electrónico	de	entre	100	y	120	
nanómetros	 y	 está	 formado	 por	 la	 envoltura	 viral,	 proveniente	 de	 la	 membrana	
plasmática	de	la	célula	huésped	y	proteínas	estructurales	como	la	matriz	(MA,	p17),	
inmediatamente	debajo	de	esta	envuelta,	que	 recubre	 la	 cápside	 (CA),	 compuesta	
de	la	proteína	p24	y	con	una	morfología	troncocónica.	Finalmente	la	nucleocapside	
(NC,	p7)	se	encuentra	en	la	zona	más	interna	del	virión,	asociada	e	interaccionando	
con	el	ARN	genómico	(Levy	2007).	(Imagen	2)			

	
1.4.2.	El	Ciclo	viral:	una	foto	inicial:	
	
Antes	de	ahondar	en	 las	 características	y	 funciones,	de	 cada	una	de	 las	proteínas	
que	 se	 producen	 a	 partir	 del	 genoma	 del	 virus,	 parece	 conveniente	 aportar	 una	
visión	general	previa,	al	menos	breve,	de	todo	el	ciclo	viral.	No	obstante,	una	vez	se	
hayan	 recorrido	 todos	 los	 apartados	 referentes	 a	 las	 diferentes	proteínas	 virales,	
dicho	 ciclo	 cobrará	 mucho	 más	 sentido.	 Para	 aportar	 esta	 “foto	 inicial”,	 me	 ha	
resultado	 adecuada	 la	 imagen	 y	 el	 resumen	 que	 realizan	 en	 el	 artículo	 de	 2011,	
“Current	progress	and	challenges	in	HIV	gene	therapy”,	por	comprender	de	manera	
suficiente,	las	etapas	más	relevantes	de	dicho	ciclo:	
	

Imagen	 2.	 Estructura	 del	 virión	 del	 VIH-1.	 Esta	 imagen	 está	 adaptada	 del	 trabajo	 de	 Cervera	 y	
colaboradores	(Cervera	et	al.	2019).	
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De	manera	resumida,	el	virus	contacta	con	 la	célula	cuando	 la	glicoproteína	de	 la	
envuelta	 gp120	 se	 une	 al	 receptor	 CD4	 y	 a	 los	 correceptores	 CXCR4	 o	 CCR5	
(Imagen	3.A),	 para	 posteriormente	mediar	 la	 fusión	 de	 las	membranas	 (Imagen	
3.B).	 Una	 vez	 dentro,	 se	 produce	 la	 desencapsidación	 del	 genoma	 viral	 (Imagen	
3.C)	para	que	pueda	tener	lugar	el	proceso	de	la	retrotranscripción	que,	a	partir	del	
ARN	 genómico	 viral,	 dará	 lugar	 al	 ADN	 complementario	 (Imagen	3.D).	 Se	 forma	
entonces	 el	 complejo	 de	 pre-integración	 (Imagen	 3.E),	 que	 será	 transportado	 al	
interior	 del	 núcleo	 (Imagen	 3.F),	 para	 que	 el	 ADN	 complementario	 viral	 sea	
integrado	 en	 el	 genoma	 de	 la	 célula	 huésped	 (Imagen	 3.G).	 Es	 necesario	 que	
tempranamente	se	 transcriban	 los	ARN	mensajeros	(ARNm)	multiprocesados	que	
codifican	 para	 las	 proteínas	 reguladoras	 Tat	 y	 Rev	 (Imagen	 3.H),	 para	 que	 se	
traduzcan,	dichas	proteínas,	 en	el	 citoplasma	 (Imagen	3.I)	y,	 sean	 importadas	de	
nuevo	al	núcleo,	para	cumplir	sus	funciones	reguladoras;	Tat,	uniéndose	al	ARNm	
que	se	está	transcribiendo	y	permitiendo	así	la	elongación	de	la	transcripción,	para	
producir	transcritos	de	tamaño	completo	y,	Rev,	cuya	función	será	la	de	transportar	
los	 ARNm	 transcritos,	 al	 citoplasma	 (Imagen	 3.J).	 Los	 transcritos	 producidos	 y	
transportados	al	citoplasma	por	Rev,	darán	 lugar	al	RNA	genómico	(Imagen	3.K)	
así	 como	 serán	 traducidos	 para	 dar	 lugar	 a	 los	 precursores	 de	 las	 proteínas	
estructurales	 y	 enzimáticas	 y,	 a	 las	 proteínas	 accesorias	 del	 virus	 (Imagen	 3.L).	
Aquí	cabe	realizar	una	puntualización	dado	que,	si	bien	no	está	especificado	en	el	
dibujo	de	la	Imagen	3,	el	proceso	de	traducción	de	las	glicoproteínas	de	la	envuelta	
(Env)	ocurre	en	el	retículo	endoplásmico,	dando	lugar	a	la	poliproteína	gp160,	que	
habrá	de	escindirse	en	gp120	y	gp41	en	el	Aparato	de	Golgi,	de	manera	que	así	se	
asocian	 a	membrana	 plasmática	 (Doms,	 Earl,	 and	Moss	 1991).	 El	 ensamblaje	 del	
virión	 tiene	 lugar	 en	 la	 membrana	 plasmática,	 donde	 se	 habrán	 desplazado	 los	
dímeros	 de	 RNA	 genómico	 viral	 asociados	 a	 las	 poliproteínas	 Gag	 y	 Gag-Pol	
(Imagen	 3.M),	 para	 que	 se	 produzca	 la	 liberación	 (“budding”)	 de	 los	 viriones	
(Imagen	3.N).	Finalmente,	se	produce	la	maduración	de	los	viriones	por	medio	del	
procesamiento	proteolítico	de	la	proteasa	viral	(Imagen	3.O)	(revisado	en	(Chung,	
Rossi,	and	Jung	2011))	
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1.4.3.	Genes	gag	y	pol:	
	
En	el	VIH-1,	la	síntesis	de	las	mencionadas	proteínas	estructurales	(codificadas	por	
el	 gen	 gag)	 y	 de	 las	 proteínas	 enzimáticas	 (provenientes	 del	 gen	 pol)	 está	
estrechamente	 relacionada,	 siendo	 traducidas	 a	 partir	 del	 mismo	molde	 de	 ARN	
(ARN	no	 empalmado	 o	 “unspliced”),	 que	 daría	 lugar	 a	 la	 poliproteína	 precursora	
Pr55-Gag	y	a	su	vez,	también	al	precursor	Gag-Pol	de	160	kDa.	Dicha	poliproteína	
requiere,	para	ser	traducida,	que	se	produzca	un	cambio	de	marco	ribosómico,	con	
respecto	 a	 la	 traducción	de	Gag	 (Jacks	 et	 al.	 1988),	 evento	que	ocurriría	 con	una	
frecuencia	del	5-10%,	lo	que	mantendría	la	proporción	de	Gag	frente	a	Gag-Pol	en	
un	ratio	de	20:1,	valores	necesarios	para	 la	correcta	maduración	y	ensamblaje	de	
los	viriones	(Karacostas	et	al.	1993;	Shehu-Xhilaga	et	al.	2002).	
	
	
	
	

Imagen	3.	Dibujo	esquemático	del	ciclo	viral	del	VIH-1.	Esta	ilustración	pertenece	al	trabajo	de	Chung,	
Rossi	y	Jung	(Chung,	Rossi,	and	Jung	2011).	
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1.4.3.1	Proteínas	estructurales	de	Pr55-Gag:	
	
Como	 se	 nombró	 en	 el	 apartado	 previo,	 las	 proteínas	 internas	 estructurales	 del	
virión	(MA,	CA,	NC	y	p6)	serán	formadas	a	través	del	procesamiento	proteolítico,	a	
partir	de	 la	poliproteína	precursora,	 Pr55-Gag,	 durante	 la	maduración	del	propio	
virión.	 En	 este	 proceso	 serían	 también	 formados	 los	 conocidos	 como	 péptidos	
espaciadores,	 SP1	 y	 SP2.	 Dicho	 procesamiento	 sería	 mediado	 por	 la	 enzima	
proteasa	 viral	 (PR),	 que	 irá	 escindiendo	 estas	 proteínas	 del	 precursor	 Pr55-Gag,	
secuencialmente,	a	lo	largo	de	5	sitios	de	corte	(de	Marco	et	al.	2010).	(Imagen	4)	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
El	 dominio	MA,	 en	 el	 extremo	N-terminal	de	Pr55-Gag	 intacto,	 tendría	 en	primer	
término,	la	función	de	llevar	a	Gag	a	la	membrana	plasmática	donde	poder	realizar	
la	gemación	(“budding”)	de	los	viriones	y	el	reclutamiento	de	los	factores	virales	y	
celulares	 necesarios.	 Esta	 interacción	 de	 MA	 con	 la	 membrana	 plasmática	 se	
produciría	a	través	de	uniones	específicas	con	fosfatidilinositol-4,5-bifosfato	(PIP2),	
que	se	encuentra	en	la	cara	interna	de	esta	(Chukkapalli	et	al.	2008).	El	extremo	N-

Imagen	4.	Esquema	de	procesamiento	de	 la	poliproteína	Pr55-Gag,	a	 través	de	 los	5	 sitios	de	 corte,	

por	la	proteasa	viral.	Este	esquema	está	adaptado	del	trabajo	de	de	Marco	y	colaboradores	(de	Marco	
et	al.	2010).	
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terminal	de	MA	debe	de	estar	unido	covalentemente	al	grupo	miristoilo,	en	primera	
instancia,	para	que	se	produzca	esta	unión	con	la	membrana	plasmática,	de	manera	
que	 la	 interacción	 con	 PIP2	 produciría	 un	 fenómeno	 conocido	 como	 “interruptor	
conformacional	de	miristoilo”,	que	expondría	esta	región	y	permitiría	dicha	unión	
(Saad	et	al.	2006).	Se	ha	descrito,	además,	que	este	fenómeno,	que	se	produce	con	el	
dominio	MA	dentro	de	Pr55-Gag,	estaría	impedido	en	la	proteína	MA	madura	(p17),	
debido	 a	 cambios	 conformacionales	 en	 esta	 región	 (Zhou	 and	 Resh	 1996).	 Otra	
función	descrita	de	la	proteína	MA	será	la	de	permitir	la	incorporación	de	Env	a	la	
membrana	plasmática,	a	través	de	la	interacción	de	esta	con	la	cola	citoplasmática	
de	Env,	en	forma	de	estructuras	triméricas	(Tedbury	and	Freed	2014;	Alfadhli	et	al.	
2019).	
	
El	dominio	CA	de	Gag	constituye	la	proteína	p24	de	la	cápside	viral,	que	adopta	la	
forma	de	una	estructura	de	tipo	fullereno,	que	envolvería	el	ARN	genómico	viral	y	
estaría	compuesta	por	hexámeros	y	pentámeros	unidos	por	el	extremo	N-terminal	
de	CA	 y	 dímeros	 unidos	 por	 el	 extremo	C-terminal,	 conectados	 en	un	 entramado	
que	 formaría	 la	estructura	de	 la	 cápside	madura	 (Pornillos,	Ganser-Pornillos,	 and	
Yeager	 2011).	 Otra	 importante	 función	 de	 CA	 de	 VIH-1	 es	 la	 de	 unirse	 con	 la	
ciclofilina	A	de	 las	 células	productoras	de	 virus	 (Franke,	 Yuan,	 and	Luban	1994),	
incorporándola	a	los	viriones	nacientes	y	protegiendo	la	región	específica	a	la	que	
se	uniría	el	TRIM5α	(“tripartite-containing	motif	5α”)	de	la	célula	infectada,	el	cual	
actuaría	 como	 un	 potente	 factor	 de	 restricción	 contra	 el	 VIH-1	 en	 humanos,	 de	
verse	comprometida	esta	unión	(Kim	et	al.	2019).	Parece	ser,	que	TRIM5α,	podría	
actuar	 uniéndose	 específicamente	 a	 la	 proteína	 CA	 y	 desestabilizando	
tempranamente	 su	 estructura,	 impidiendo	 los	 subsiguientes	 pasos	 del	 ciclo	 viral	
(Stremlau	 et	 al.	 2006).	 Es	 curioso	 como	 en	 los	 primates	 del	 Viejo	 Mundo,	 su	
TRIM5α	 les	 confiere	 resistencia	 a	 la	 infección	 por	 el	 VIH-1,	 sin	 embargo	 son	
susceptibles	a	la	infección	por	el	SIV	(Stremlau	et	al.	2004).	Por	su	parte,	en	monos	
aulladores	 (Aotus	 trivirgatus)	 de	América	 del	 Sur,	 se	 encontró	 que	 expresaban	 la	
proteína	quimérica	TRIM5-CypA,	una	variante	de	TRIM5,	que	contenía	la	secuencia	
de	 ciclofilina	A	y	podía	unirse	directamente	a	 la	proteína	CA,	bloqueando	el	 ciclo	
viral	(Nisole	et	al.	2004).	
	
También	 se	 han	 identificado	 importantes	 funciones	 de	 la	 proteína	 CA	
interaccionando	 con	 elementos	 del	 citoesqueleto,	 como	 las	 proteínas	 asociadas	 a	
microtúbulos	MAP1A/S	(Fernandez	et	al.	2015)	o	con	adaptadores	de	dineína	como	
BICD2	(Carnes,	Zhou,	and	Aiken	2018)	y	kinesina,	como	FEZ1	(Malikov	et	al.	2015)	
mediando	 de	 esta	 manera	 el	 transporte	 del	 material	 viral	 por	 el	 citoplasma.	
Además,	se	ha	descrito	que	la	proteína	CA	interaccionaría	con	nucleoporinas	como	
Nup153,	Nup98	(Di	Nunzio	et	al.	2013)	y	Nup358	(Dharan	et	al.	2016),	mediando	
así	 en	 el	 proceso	 de	 transporte	 del	 genoma	 viral	 del	 citoplasma	 de	 la	 célula	
infectada	al	núcleo.	
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La	proteína	nucleocápside	NC	(p7),	tiene	una	estructura	altamente	conservada	que	
incluye	dos	dominios	“dedo	de	Zinc”	(ZFs),	con	alta	afinidad	por	ácidos	nucleicos	y	
tendrá	una	función	fundamental	en	la	encapsidación	del	ARN	genómico	(Zhang	and	
Barklis	1995),	uniéndose	específicamente	a	este	ARN	viral	en	su	región	Psi	(Ψ),	a	
través	de	dichos	dedos	de	zinc	 (De	Guzman	et	al.	1998)	y	es	 fundamental	para	 la	
correcta	 formación	 de	 un	 dímero	 estable	 de	 ARN	 genómico	 y	 la	 maduración	 de	
dicho	ARN	(Muriaux	et	al.	1996).	La	actividad	chaperona	de	NC	será	 fundamental	
para	 este	 proceso	 además	 de	 para	 otros,	 como	 la	 retrotranscripción,	 donde	 la	
incorporación	 del	 primer	 de	 ARNtlys3	 será	 requerida	 para	 la	 iniciación	 de	 dicho	
proceso	 por	 parte	 de	 la	 RT	 y	 sucede,	 en	 efecto,	 gracias	 a	 la	 capacidad	 de	 NC	 de	
promover	el	“annealing”,	de	dicho	ARNt,	al	ARN	genómico	e	incorporarlo	así	a	los	
viriones,	(Cen	et	al.	1999),	así	como	de	colaborar	en	la	actividad	RNasa	H	de	la	RT	
de	VIH-1	(Peliska	et	al.	1994).		
	
Se	 ha	 descrito,	 así	 mismo,	 la	 capacidad	 de	 NC	 de	 colaborar	 en	 el	 proceso	 de	
integración,	 mediante	 la	 formación	 de	 complejos	 nucleoproteicos	 estables,	 que	
permitirían	 reconocer	 los	 LTR	 del	 ADN	 viral	 formado,	 por	 parte	 de	 la	 IN	 viral	
(Poljak	et	al.	2003).	También	se	ha	demostrado	que	la	proteína	NC	interacciona	con	
diversos	 componentes	 celulares,	 como	 por	 ejemplo	 con	 la	 proteína	 ALIX,	
perteneciente	 al	 complejo	multiproteico	 ESCRT	 (siglas	 en	 inglés	 de	 “complejo	 de	
clasificación	 endosómica	 necesario	 para	 la	 maquinaria	 de	 transporte”),	
interaccionando	con	su	dominio	Bro1,	interviniendo	así	en	el	proceso	de	gemación	
y	 liberación	 de	 los	 virus	 formados	 (Sette,	 Dussupt,	 and	 Bouamr	 2012).	 Otra	
proteína	celular	con	asociación	a	NC	identificada	es	APOBEC3G	(“apolipoprotein	B	
mRNA	editing	enzyme,	catalytic	polypeptide-like	3G,	A3G”),	que	esta	descrita	como	
un	factor	de	restricción	contra	el	virus	VIH-1,	en	el	proceso	de	la	retrotranscripción.	
Se	ha	visto	que	los	viriones	incorporan	A3G	mediante	la	interacción	directa	con	el	
dominio	N-terminal	de	NC,	pero	se	postula	que	esta	unión	podría	ser	un	arma	de	
doble	 filo	 para	 este	 factor	 de	 restricción,	 pues	 en	 caso	 de	 producirse	 elevada	
cantidad	de	Gag,	serviría	este	de	señuelo	para	reducir	los	niveles	de	A3G,	llevándolo	
a	degradación	(Alce	and	Popik	2004).	
	
El	dominio	p6	se	encuentra	en	el	extremo	C	terminal	de	Gag	y	estará	implicado	en	
varias	funciones	importantes	para	la	salida	del	virus.	Por	un	lado,	este	dominio	es	
conocido	también	como	“L-domain”	(“late	budding	domain”),	ya	que	interviene	en	
el	proceso	de	“budding”	interaccionando,	mediante	sus	secuencias	PTAP	y	LYPXnL,	
con	 los	 componentes	 Tsg101	 (“tumor	 susceptibility	 gene	 101”)	 y	 ALIX	 (en	 su	
dominio	V)	del	complejo	ESCRT,	respectivamente,	cooperando	por	 lo	 tanto	con	 la	
proteína	NC	 (Dussupt	 et	 al.	 2009),	 que	 se	une	a	ALIX	 también,	 tal	 y	 como	se	 cita	
previamente.	 Por	 otro	 lado,	 se	 ha	 identificado	 que	 el	 dominio	 p6	 también	 será	
fundamental	 para	 la	 incorporación	 de	 la	 proteína	 accesoria	 del	 virus	 Vpr	 a	 los	
viriones	 nacientes,	 uniendo	 dicha	 proteína	 en	 una	 secuencia	 LXXLF,	 altamente	
conservada,	 en	 el	 extremo	 C-terminal	 de	 p6	 (Kondo	 and	 Göttlinger	 1996).	
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Recientemente	se	ha	descrito	que	el	dominio	p6	también	sería	fundamental	para	la	
unión	selectiva	del	Pr55-Gag	al	ARN	genómico,	entre	el	“pool”	de	ARN	presente	en	
la	célula,	antes	del	proceso	de	encapsidación	de	dicho	ARNg	(Dubois	et	al.	2018).	
	
Por	 último,	 se	 han	 descrito	 algunas	 funciones	 para	 los	 pequeños,	 pero	 no	
irrelevantes,	 péptidos	 espaciadores	 de	 Gag,	 conocidos	 como	 SP1	 y	 SP2.	 Se	 ha	
identificado	que	 la	 integridad	de	 la	secuencia	de	SP1	(p2)	es	 fundamental	para	el	
ensamblaje	 de	 partículas	 virales,	 así	 como	 la	 formación	 espontanea	 de	 cuerpos	
similares	a	partículas	virales	no	infecciosas,	VLP	(“virus-like	particles”)	(Datta	et	al.	
2011;	Datta	 et	 al.	 2016).	De	 hecho,	 se	 ha	 estudiado	 como	para	 el	 ensamblaje	 del	
virión	 y	 el	 budding,	 es	 necesaria	 la	 multimerización	 y	 formación,	 en	 membrana	
plasmática,	de	un	entramado	hexagonal	de	Gag,	mediado	por	la	interacción	entre	el	
dominio	CA	y	SP1,	más	la	participación	del	hexafosfato	de	inositol	(IP6)	de	la	célula,	
para	la	maduración	de	este	entramado	(Dick	et	al.	2018).	Las	funciones	de	SP2	(p1)	
son	menos	conocidas,	pero	algunos	estudios	han	identificado	que	mutaciones	en	su	
secuencia	 producirían	 pérdida	 de	 infectividad	 y	 menor	 estabilidad	 el	 dímero	 de	
ARNg	(Hill	et	al.	2007;	Hill	et	al.	2002).		
	
	
1.4.3.2.	Evidencias	de	la	importancia	de	la	ubiquitinación	de	Pr55-Gag,	para	la	
maduración	y	salida	de	viriones:	
	
A	 principios	 de	 los	 90,	 la	 proteína	 ubiquitina	 se	 había	 encontrado,	 dentro	 de	 un	
pool	 de	 proteínas	 celulares,	 unidas	 a	muestras	 purificadas	 de	VIH-1,	 VIH-2	 y	 VIS	
(Arthur	et	al.	1992),	pero	hasta	1997	no	se	dilucidó	que	dicha	asociación	no	era	una	
mera	contaminación	en	la	purificación,	sino	que,	efectivamente,	la	ubiquitina	podía	
ser	encontrada	dentro	de	 los	viriones,	en	una	proporción	del	10%,	 frente	al	nivel	
total	 de	 Gag.	 Pero	 este	 estudio	 aportó	 además	 la	 primera	 evidencia	 de	 la	
ubiquitinación	de	Pr55-Gag,	describiendo	que	al	menos	un	2%	de	 la	poliproteína	
Gag	analizada,	se	encontraba	unida	covalentemente	a	una	ubiquitina,	en	su	dominio	
p6	(Ott	et	al.	1998).		
	
En	 2001,	 se	 identificaría	 de	 qué	 manera	 Gag	 se	 podía	 asociar	 a	 la	 maquinaría	
celular	 relacionada	con	 la	ubiquitina.	Se	descubrió	que,	mediante	el	motivo	PTAP	
presente	en	el	dominio	p6	de	Gag,	esta	poliproteína	interaccionaba	con	la	proteína	
celular	 Tsg101	 del	 complejo	 ESCRT-I,	 a	 través	 de	 su	 región	 N-terminal,	 que	
presentaba	 homología	 de	 secuencia	 con	 las	 enzimas	 ubiquitina	 ligasas	 E2	
(VerPlank	et	al.	2001).	
	
Curiosamente,	por	aquel	entonces,	un	estudio		había	descrito,	usando	mutantes	de	
las	 lisinas	del	dominio	p6Gag,	que	 la	ubiquitinación	concreta	de	p6Gag	podía	no	ser	
obligatoria	para	la	replicación	viral	in	vitro,	ni	para	la	aparición	de	ubiquitina	libre	
en	 los	 viriones	 (Ott	 et	 al.	 2000).	 Este	 hecho	 estaría	 en	 concordancia	 con	 los	
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resultados	de	un	estudio	posterior,	donde,	mediante	el	uso	de	mutantes	carentes	de	
p6	 o	 con	 sus	 dos	 residuos	 de	 lisina	 mutados,	 demostrarían	 que	 si	 bien,	 en	 los	
mutantes,	 no	 se	 unía	 ubiquitina	 en	 este	 dominio,	 sí	 que	 lo	 hacía,	 de	 manera	
comparable	 a	 la	 proteína	 “wild-type”,	 en	 los	 dominios	 MA,	 CA	 y	 NC	 de	 Gag	
(Gottwein	 and	 Kräusslich	 2005).	 Posteriormente,	 los	 mismos	 investigadores	
ampliaron	 este	 estudio,	 mediante	 el	 uso	 de	 mutantes	 de	 todas	 las	 regiones	 que	
habían	 encontrado	 mono-ubiquitinables,	 y	 variantes	 combinadas	 de	 los	 mismos.	
Descubrieron,	 de	 esta	 manera,	 que	 el	 dominio	 SP2	 también	 era	 mono-	 o	 di-
ubiquitinable	y	que,	en	general,	mientras	que	las	mutaciones	puntuales	no	parecían	
afectar	a	la	liberación	viral,	eran	las	mutaciones	acumuladas	entre	varios	de	estos	
dominios	 las	 que	 causaban	 defectos,	 impidiendo	 el	 proceso	 del	 “gemación”	
(Gottwein	 et	 al.	 2006).	 Posteriormente,	 el	 mismo	 equipo	 propondría	 que	 la	
ubiquitinación	 estaría	 estrechamente	 relacionada	 con	 la	 unión	 a	 membrana	 y	 la	
multimerización	 de	 Gag	 y	 probarían	 que,	 de	 usarse	 mutantes	 deficientes	 en	 su	
unión	 a	 membrana	 como	 (G2A)Gag,	 el	 perfil	 de	 ubiquitinación	 se	 vería	
drásticamente	reducido	(Jäger,	Gottwein,	and	Kräusslich	2007).	
	
Se	 encontraría,	 además,	 que	 la	 ubiquitin	 ligasa	 NEDD4-2s	 (isoforma	 nativa	 en	
humanos	de	 la	NEDD4-2)	era	capaz,	 	 tanto	de	potenciar	 la	 liberación	de	viriones,	
como	 de	 revertir	 los	 defectos	 en	 el	 mecanismo	 del	 “gemación”,	 en	 mutantes	 de	
PTAP	 que	 no	 pudiesen	 asociarse	 eficientemente	 a	 Tsg101	 (Usami	 et	 al.	 2008).	
Asimismo,	 también	 se	 ha	 descrito	 que,	 a	 través	 de	 esta	 NEDD4-2s,	 p6Gag	 podría	
reclutar	 indirectamente	 a	 la	 proteína	 PACSIN2	 (en	 inglés,	 “Protein	 Kinase	 C	 And	
Casein	Kinase	 Substrate	 In	Neurons	2”),	 para	promover	 la	 liberación	de	 viriones,	
mediando	 en	 la	 dinámica	 del	 citoesqueleto	 de	 actina,	 de	manera	 que,	 en	 células	
depletadas	de	PACSIN2,	 la	 replicación	viral	 se	 vería	 enormemente	 comprometida	
(Popov	et	al.	2018).	
	
Dado	que	tanto	Gag,	como	las	proteínas	Tsg101	y	ALIX,	participantes	del	complejo	
ESCRT-I,	 con	 las	 que	 interacciona,	 presentan	 algún	 nivel	 de	 ubiquitinación,	 la	
importancia	 concreta	 de	 la	 ubiquitina	 sobre	 cada	 uno	 de	 estos	 agentes,	 para	 la	
liberación	de	 viriones,	 fue	 estudiada	mediante	 el	 uso	 del	 dominio	 catalítico	 de	 la	
enzima	deubiquitinasa	(DUb)	del	VHS,	UL36,	sobre	cada	uno	de	 los	 implicados	en	
este	 proceso.	 La	 fusión	 de	 DUb	 con	 Tsg101,	 a	 la	 par	 que	 con	 la	 proteína	 Alix,	
suprimía	enormemente	 la	 salida	de	viriones	y	asimismo,	ocurría	 cuando	DUb	era	
fusionado	con	Gag.	Asimismo,	La	adición	de	la	enzima	ubiquitina	ligasa,	NEDD4-2s,	
producía	 el	 rescate	del	 “budding”,	 en	 los	 experimentos	donde	 se	había	 fusionado	
DUb	 sobre	 las	 proteínas	 de	 ESCRT-I,	 produciendo,	 paralelamente,	 un	 visible	
aumento	de	 la	ubiquitinación	de	Gag	en	membrana.	 Sin	embargo,	 esta	enzima	no	
podía	revertir	el	efecto	inhibidor	irremediable	de	la	expresión	de	Gag-DUb,	pese	a	
producir	 un	 aumento	 de	 la	 ubiquitinación	 de	 Tsg101.	 Se	 demostraba	 así	 que	 la	
ubiquitina	no	solo	era	capaz	de	mediar	en	el	proceso	del	“budding”	viral,	sino	que	
era	 absolutamente	 necesaria	 e	 intrínseca	 de	 este	 proceso	 y,	 en	 concreto,	 parecía	
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revestir	especial	 importancia	 la	ubiquitinación	sobre	Pr55-Gag.	Cabe	decir	que	en	
estos	experimentos,	la	interacción	de	Gag	con	las	proteínas	ESCRTs	estudiadas,	no	
se	veía	afectada	en	ningún	caso	(Sette	et	al.	2013).		
	
	
1.4.3.3.	Proteínas	estructurales	y	enzimas	derivados	de	Gag-Pol:	
	
Como	se	ha	adelantado	previamente,	el	gen	pol	habrá	de	ser	traducido	en	conjunto	
con	la	región	del	gen	gag,	debido	a	la	carencia	en	este	gen	de	un	codón	de	iniciación	
y,	 a	 que	 se	 solapa	 parcialmente	 con	 el	 extremo	 3’	 del	 gen	 gag,	 de	 forma	 que	 se	
generará	 la	 poliproteína	 Pr160-Gag-Pol	 (Jacks	 et	 al.	 1988).	 De	 la	 escisión	
proteolítica	de	 esta	poliproteína,	 por	 lo	 tanto,	 también	 serán	obtenidas	proteínas	
maduras	pertenecientes	a	Pr55-Gag,	como	son	MA,	CA,	p2	y	NC.	Por	parte	del	gen	
pol,	 se	 obtendrán	 desde	 este	 precursor	 la	 proteína	 TF	 (en	 inglés,	 “transframe	
protein”),	 la	 enzima	 viral	 proteasa	 (PR),	 la	 transcriptasa	 inversa	 o	
retrotranscriptasa	(RT)	y	la	integrasa	(IN)	(revisado	en	(Hill,	Tachedjian,	and	Mak	
2005))	(Imagen	5)	
	

	
Al	 igual	 que	 con	 Pr55-Gag,	 el	 procesamiento	 proteolítico,	 para	 dar	 lugar	 a	 estas	
enzimas	 virales	maduras,	 depende	 exclusivamente	 de	 la	 actividad	 de	 la	 proteasa	
viral	 PR,	 pero,	 si	 la	 forma	 madura	 de	 esta	 enzima	 procede	 del	 procesamiento	
proteolítico	 de	 su	 propio	 precursor	 Gag-Pol,	 tendría	 el	 virus	 que	 solventar	 de	
alguna	manera	 esta	 paradoja.	 En	 efecto,	 la	 astuta	 forma	 en	 la	 que	 el	 virus	 logra	
superar	este	escollo,	será	el	autoprocesamiento	proteolítico	por	parte	del	dominio	
PR,	aun	embebido	dentro	del	precursor	Gag-Pol.	Debido	a	que	la	actividad	catalítica	
de	la	PR	madura	necesitaría	de	su	asociación	en	forma	de	homodímeros,	donde	el	
sitio	activo	poseería	un	residuo	de	ácido	aspártico	de	cada	monómero,	(Navia	et	al.	
1989),	 se	 habrían	 de	 formar	 dímeros	 del	 precursor	 Gag-Pol,	 los	 cuales,	 se	 ha	
propuesto	 que	 llevarían	 a	 cabo	 las	 primeras	 escisiones	 proteolíticas	 de	 forma	
intramolecular,	autoprocesándose	así	cada	dímero	de	Gag-Pol	formado	(Pettit	et	al.	

Imagen	 5.	 Esquema	de	 los	 sitios	 de	 procesamiento	 de	 las	 poliproteínas	 Pr55-Gag	 y	 Pr160-Gag-Pol.		
Este	esquema	está	adaptado	del	trabajo	de	Könnyű	y	colaboradores	(Könnyű	et	al.	2013).	
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2004).	Se	ha	postulado	que	los	precursores	de	PR	tendrían	limitados	sitios	de	corte	
y	menor	actividad	hasta	que	se	llegué,	secuencialmente,	a	la	escisión	de	la	región	TF	
del	 extremo	 N-terminal	 del	 dominio	 PR,	 momento	 en	 el	 cual,	 se	 estabilizaría	 la	
estructura	dimérica	de	PR	y	 esto	permitiría	 que	presentase	una	 actividad	mucho	
mayor,	similar	a	la	de	la	PR	dimérica	madura	(Louis	et	al.	1999),	produciéndose,	a	
partir	de	entonces,	el	corte	secuencial	del	resto	de	proteínas	de	Gag	y	Pol	(revisado	
en	(Hill,	Tachedjian,	and	Mak	2005)).	
	
La	 enzima	 retrotranscriptasa	 (RT)	 requiere,	 a	 su	 vez,	 para	 su	 actividad,	 de	 la	
formación	de	un	heterodímero,	que	se	 formara	a	partir	de	 las	subunidades	p66	y	
p51,	esta	última	derivada,	de	hecho,	de	la	subunidad	p66,	tras	la	escisión,	por	parte	
de	la	proteasa	viral,	de	una	región	que	corresponde	al	dominio	RNasa	H	(Graves	et	
al.	1990).	Dentro	del	heterodímero,	la	subunidad	p66	sería	la	que	desempeñaría	las	
funciones	catalíticas	de	 la	enzima,	 siendo	p51	 importante	para	 la	maduración	del	
dímero,	 mediante	 cambios	 conformacionales,	 que	 permitirían	 la	 actividad	 de	 los	
dominios	catalíticos	(Divita	et	al.	1995).	Asimismo,	la	integridad	de	la	secuencia	de	
p51	parece	ser	fundamental	para	la	unión	la	primer	de	la	RT,	el	ARNtLys3	(Jacques	et	
al.	1994).		
	
El	 proceso	 por	 el	 cual	 la	 RT	 genera,	 a	 partir	 de	 la	 hebra	 de	 ARN	 genómico	 de	
sentido	 positivo,	 la	 doble	 cadena	 de	 ADN	 viral,	 sustrato	 de	 la	 integración,	 es	 un	
fenómeno	extensamente	descrito.	El	primer	lugar,	la	RT	requiere	del	acoplamiento	
del	 primer	 ARNtLys3	 en	 el	 extremo	 5’	 de	 la	 hebra	 de	 ARN+	 viral,	 en	 una	 región	
conocida	 como	 “pbs”	 (sitio	 de	 unión	 del	 primer,	 en	 inglés	 “primer	 binding	 site”)	
(Imagen	6.A).	La	actividad	RNasa	H	de	la	enzima	RT	degradará	el	extremo	5’	de	la	
hebra	 molde	 de	 ARN,	 desde	 el	 cual	 se	 ha	 formado	 una	 pequeña	 cadena	
complementaria	 de	 ADN	 (Imagen	 6.B).	 En	 ambos	 extremos	 5’	 y	 3’	 del	 ARN	
genómico,	hay	secuencias	repetidas	que	se	denominan	R.	Dado	que	la	nueva	hebra	
de	 ADN-	 de	 cadena	 simple	 ha	 copiado	 dicha	 secuencia	 R,	 se	 podrá	 unir	 en	 el	
extremo	 3’	 del	 ARN+,	 para	 continuar	 la	 síntesis	 de	 la	 cadena	 homóloga	 de	 ADN-	
(Imagen	6.C).	De	hecho,	la	secuencia	repetida	R,	permite	que	la	cadena	de	ADN-	se	
una	al	extremo	3’	de	cualquiera	las	2	hebras	de	ARN	genómico,	que	porta	el	virión,	
propiciando	así	la	recombinación	génica	y	la	variabilidad	de	los	nuevos	virus.	Una	
vez	formada	la	hebra	homóloga	de	ADN-	de	la	secuencia	completa,	la	RNasa	H	debe	
actuar	de	nuevo	para	degradar	la	hebra	molde	de	ARN.	Sin	embargo,	una	secuencia	
de	 la	 cadena	 molde,	 rica	 en	 purinas,	 conocida	 como	 ppt,	 es	 resistente	 a	 esta	
actividad	 catalítica	 y	 permanecerá	 unida	 a	 la	 hebra	 de	ADN-	 (Imagen	6.D),	 para	
poder	 servir	 como	 primer	 de	 la	 formación	 de	 la	 nueva	 hebra	 de	 ADN+	 (Imagen	
6.E).	La	actividad	RNasa	H	ha	de	eliminar	el	primer	de	ARNtLys3,	que	aún	permanece	
en	 la	 hebra	 de	 ADN-,	 para	 que	 ambas	 hebras	 se	 puedan	 unir	 por	 sus	 secuencias	
complementarias	pbs	y	completen	la	síntesis	de	la	doble	cadena	de	ADN	(Imagen	
6.F).	 El	 resultado	 es	 una	 doble	 cadena	 de	 ADN,	 cuya	 secuencia	 es	mayor	 que	 la	
presente	en	 la	hebra	de	ARN	genómico	original,	dado	que	 los	extremos	poseerán	
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secuencias	que	se	encontraban	originariamente	en	3’	y	5’	 la	secuencia	repetida	R.	
Estos	extremos	elongados	son	 los	conocidos	como	LTRs	 	 (Imagen	6.G)	 (resumen	
del	proceso	revisado	en	(Hu	and	Hughes	2012)).		
	

	

	
A	su	vez,	el	proceso	de	integración	del	genoma	viral,	en	este	caso,	de	la	molécula	de	
ADN2c	 (bicatenario)	 formada	 tras	 la	acción	de	 la	 retrotranscriptasa,	en	el	genoma	
de	 la	célula	 infectada,	será	desempeñado	por	 la	enzima	integrasa	viral	(IN).	Se	ha	
demostrado	 que	 la	 actividad	 de	 la	 forma	madura	 de	 esta	 enzima	 requiere	 de	 la	
formación	 de	 un	 tetrámero,	 cuya	 estructura	 plegada	 se	 uniría	 tanto	 al	 ADN	
complementario	(ADNc)	viral	como	al	ADN	celular	objetivo,	desde	los	dominios	C-
terminales	de	la	enzima	(Esposito	and	Craigie	1999),	mientras	que	los	extremos	N-
terminales	 serían	 fundamentales	 para	 el	 plegamiento	 y	 la	multimerización	 de	 su	
forma	 madura,	 mediante	 uniones	 dependientes	 de	 zinc,	 en	 una	 secuencia	 que	
contiene	 un	 par	 de	 residuos	 de	 histidina	 y	 cisteína	 (el	 motivo	 HHCC)	 (Zheng,	
Jenkins,	and	Craigie	1996).	
	

Imagen	6.	Esquema	del	proceso	de	la	Retrotranscripción.	Este	esquema	pertenece	al	trabajo	de	Hu	y	
Hughes	(Hu	and	Hughes	2012).	
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Para	 que	 se	 produzca	 el	 desplazamiento	 al	 núcleo	 y	 la	 integración	 en	 el	 genoma	
celular,	del	ADNc	viral,	sintetizado	en	la	retrotranscripción,	este	ha	de	conformarse	
como	parte	del	complejo	de	pre-integración	(PIC),	un	complejo	nucleoproteico	que	
además	de	este	ADNc	y	de	 la	enzima	integrasa,	contendrá	 la	retrotranscriptasa,	 la	
proteína	 matriz,	 Vpr,	 la	 nucleocápside	 (Bukrinsky	 et	 al.	 1993;	 Heinzinger	 et	 al.	
1994;	Poljak	et	al.	2003),	así	como	también,	se	ha	descrito	que	se	asociarían	a	este,	
determinados	componentes	de	 la	 célula	 infectada	como	HMG	I(Y)	 (proteína	 “high	
mobility	 group”),	 el	 cual,	 en	 la	 célula	 sana,	 tiene	 funciones	 en	 el	 control	
transcripcional	 y	 en	 la	 arquitectura	 de	 los	 cromosomas	 (Farnet	 and	 Bushman	
1997).	 Además,	 se	 ha	 estudiado	 extensamente	 que	 la	 integrasa	 requiere	 de	 la	
interacción	 con	 la	 proteína	 nuclear	 LEDGF/p75,	 que	 la	 ayudaría	 a	 unirse	 a	 la	
cromatina	y	la	protegería	de	la	degradación	(revisado	en	(Poeschla	2008)).		
	
La	 actividad	 catalítica	 de	 la	 integrasa	 (IN)	 en	 el	 proceso	de	 integración	 está	 bien	
descrita.	En	primer	lugar,	se	produce	el	conocido	como	procesamiento	3’,	donde	la	
IN	 se	 ha	 de	 unir	 al	 ADN	viral	 bicatenario,	 en	 los	 LTR	de	 ambos	 extremos,	 donde	
escindirá	 2	 nucleótidos	 de	 cada	 extremo	 3’.	 En	 el	 siguiente	 paso,	 conocido	 como	
transferencia	de	la	cadena	de	ADN,	los	grupos	hidroxilos	de	los	extremos	expuestos	
atacarán	 al	 ADN	 huésped	 en	 2	 de	 sus	 enlaces	 fosfodiester,	 separados	 por	 5	
nucleótidos.	Una	vez	se	han	unido	ambos	extremos	3’	del	ADN	viral	al	ADN	de	 la	
célula,	 los	 dos	 nucleótidos	 desapareados	 que	 quedaban	 en	 ambos	 extremos	 5’	
(debido	a	la	escisión	inicial),	han	de	ser	eliminados,	para	reparar	este	intermediario	
de	integración	y	terminar	así	con	una	doble	cadena	ininterrumpida	de	ADN,	con	el	
genoma	 viral	 integrado,	 flanqueado	 por	 las	 secuencias	 de	 los	 extremos	 LTR	
(revisado	en	(Craigie	2012)).	
	
	
1.4.4	Proteínas	reguladoras	y	accesorias:	
	
Entre	 las	 proteínas	 que	 genera	 el	 virus,	 algunas	 tienen	 diversas	 funciones	
colaborando	 en	 procesos	 que	 permiten	 la	 infectividad	 del	 virus,	 asistiendo	 a	 las	
proteínas	estructurales	y	enzimáticas	descritas	previamente.	Dos	genes,	 tat	 y	rev,	
darán	lugar	a	importantes	proteínas	reguladoras	que	serán	fundamentales	para	la	
expresión	génica	del	material	viral	integrado.	
	
La	 proteína	 Tat	 (trans-activador	 de	 la	 transcripción)	 se	 unirá	 a	 la	 región	 TAR	
(“trans-activation	responsive	RNA”)	del	ARN	que	se	está	transcribiendo,	localizada	
en	 el	 LTR	 del	 extremo	 5’,	 estimulando	 así	 la	 elongación	 de	 la	 transcripción	 del	
material	genético	viral	(Kao	et	al.	1987).	Para	esta	función,	se	ha	descrito	que	Tat	
interacciona	con	proteínas	de	la	célula	huésped,	como	ciclina	T1	y	CDK9	(Quinasa	
dependiente	de	ciclina	9),	que	compondrían,	conjuntamente,	el	factor	de	elongación	
de	 la	polimerasa	RNAP	 II,	 conocido	como	P-TEFb,	aumentando	de	esta	manera	 la	
afinidad	y	especificidad	de	Tat	hacia	el	TAR	ARN	y	permitiendo	la	transcripción	del	
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ARNm,	que	de	otro	modo	habría	terminado	su	transcripción	prematuramente	(Wei	
et	al.	1998).	
	
Por	otro	lado,	la	proteína	Rev,	se	expresa	tempranamente	en	la	fase	de	replicación	
viral.	Su	función	será	la	de	exportar	los	transcritos	de	ARN	viral,	no	empalmados	o	
singularmente	 empalmados	desde	 el	 núcleo	 al	 citoplasma,	 donde,	 una	 vez	 ahí,	 se	
disociarían	para	dar	 lugar	al	genoma	viral	o	al	ARNm	que	se	ha	de	 traducir.	Para	
ello	se	unirá	a	la	región	de	env	conocida	como	“elemento	de	respuesta	a	Rev”	(“Rev	
response	 element,	 REE”)	 (Rausch	 and	 Le	 Grice	 2015).	 Se	 ha	 demostrado	 que	 la	
evolución	ha	dotado	a	esta	proteína	de	una	secuencia	bastante	plástica	o	robusta,	
manteniendo	su	actividad	pese	a	sufrir	una	alta	tasa	de	mutación	y	estar	solapada	
con	otros	dos	importantes	genes	virales,	tat	y	env	(Jayaraman	et	al.	2019).	
	
Además	 de	 los	 genes	 reguladores	 existirán,	 repartidos	 por	 el	 genoma	 viral,	 los	
llamados	 	 genes	 accesorios,	 que	 darán	 lugar	 a	 proteínas	 fundamentales	 para	 la	
infectividad	viral	con	diferentes	funciones.	Estas	proteínas	son	Vpu,	Vpr,	Nef	y	Vif.	
	
En	primer	lugar,	Vpu	es	una	pequeña	proteína	transmembrana,	exclusiva	del	VIH-1,	
sin	 homólogos	 conocidos	 en	 el	 VIH-2	 ni	 el	 VIS	 (Cohen	 et	 al.	 1988).	 La	 función	
principal	de	esta	sería	la	de	unirse	a	las	moléculas	de	CD4	recién	formado,	aun	en	el	
retículo	 endoplásmico,	 con	 el	 objetivo	 de	 promover	 su	 degradación	 por	 la	 vía	
proteasómica,	mediada	por	 la	ubiquitinación	de	CD4,	 (Schubert	et	al.	1998).	Para	
realizar	dicha	función	requiere	de	la	colaboración	coordinada	de	la	poliproteína	de	
la	envuelta	gp160,	que	uniría	el	CD4	recién	sintetizado	en	el	retículo,	permitiendo	
así	 que	 Vpu	 se	 una	 a	 este	 y	 promueva	 su	 degradación,	 potenciando	 a	 su	 vez	 un	
mayor	 procesamiento	 de	 dicho	 gp160	 y	 por	 ende,	 una	 mayor	 producción	 viral	
(Willey	et	al.	1992).		
	
Otra	 función	 que	 se	 ha	 descrito	 de	 Vpu	 sería	 la	 de	 contrarrestar	 la	 acción,	 como	
factor	de	restricción	viral,	de	la	proteína	celular,	inducida	por	interferón,	BST-2	(en	
inglés,	“bone	marrow	stromal	antigen	2”)	o	“Tetherin”.	Esta	proteína	de	membrana	
actuaría	colocalizando	con	Gag	en	la	membrana	plasmática	e	inhibiendo	finalmente	
la	 liberación	 o	 “budding”	 de	 viriones	 (Van	 Damme	 et	 al.	 2008).	 Además,	 se	 ha	
descrito	que	esta	degradación	de	BST-2,	promovida	por	Vpu,	sería	mediada	por	la	
ruta	 proteasómica	 (Goffinet	 et	 al.	 2009),	 así	 como	 ocurría	 con	 la	 degradación	 de	
CD4	mediada	por	Vpu.	Curiosamente,	se	ha	descrito	que	ante	la	ausencia	en	el	Vpu	
en	 el	VIH-2,	 este	 virus	ha	desarrollado	 la	 capacidad	de	modular	positivamente	 la	
liberación	de	viriones	mediante	su	proteína	de	la	envuelta.	Más	aun,	esta	proteína	
de	la	envuelta	de	VIH-2	producía	un	efecto	prácticamente	indistinguible	de	Vpu,	si	
se	expresaban	dichas	proteínas	en	VIS.	No	obstante,	si	bien	manifestaba,	esta	Env,	
una	 acción	 equiparable	 a	 Vpu	 en	 la	 liberación	 viral,	 no	 presentaba	 el	 efecto	
desestabilizante	de	CD4	de	esta	proteína	(Bour	and	Strebel	1996).		
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La	proteína	accesoria	Vpr	ha	sido	referida	previamente	en	desarrollo	de	esta	tesis,	
como	integrante	fundamental	del	complejo	de	pre-integración	PIC	(en	inglés,	“pre-
integration	complex”),	contribuyendo	a	la	unión	de	dicho	PIC	al	complejo	del	poro	
nuclear	 y	 de	 esta	 manera	 al	 importe	 al	 núcleo	 de	 la	 célula	 infectada	 de	 dicho	
complejo,	que	contendría	el	ADNc	viral,	que	ha	de	ser	integrado	(Popov	et	al.	1998).	
Se	 ha	 descrito,	 además,	 que	 la	 expresión	 de	 Vpr	 parece	 ser	 fundamental	 para	 la	
infección	en	macrófagos	(Hattori	et	al.	1990).	Asimismo,	se	ha	estudiado	que	Vpr,	
actuaría	promoviendo	 la	replicación	viral	en	células	 latentes,	 interaccionando	con	
el	 factor	 de	 transcripción	 celular	 Sp1,	 cuando	 este	 está	 unido	 al	 promotor	 LTR	
(Wang	et	al.	1995).	También	se	ha	postulado	que	esta	promoción	de	la	replicación	
podría	 ser	mediada	 por	 la	 interacción	 de	 Vpr	 con	 otra	 proteína	 activadora	 de	 la	
transcripción,	TFIIB,	pero	que,	en	cualquier	caso,	Vpr	no	tendría,	per	se,	capacidad	
de	trans-activación	del	promotor	de	VIH-1,	en	ausencia	de	una	de	estas	proteínas	
activadoras	(Agostini	et	al.	1996).	Otra	función	muy	importante	de	Vpr,	así	como	de	
su	homólogo	Vpx,	presente	en	el	VIS,	parece	 ser	 la	de	unirse	al	dominio	p6	de	 la	
poliproteína	 Pr55-Gag,	 mediando	 así	 su	 incorporación	 a	 los	 viriones	 nacientes	
(Selig	et	al.	1999).	
	
La	proteína	Nef	(originariamente	conocida	como	“B-ORF”)	adquiere	su	nombre	de	
las	 primeras	 observaciones,	 donde,	 erróneamente,	 se	 le	 atribuyó	 una	 función	
represora	 de	 la	 replicación	 del	 virus,	 actuando	 negativamente	 sobre	 la	
transcripción	de	los	LTR	y	así	pues,	fue	bautizado	por	su	siglas	en	inglés,	derivadas	
de	 “Negative	 	 Factor”	 (Niederman,	 Thielan,	 and	 Ratner	 1989;	 Ahmad	 and	
Venkatesan	 1988;	 Luciw,	 Cheng-Mayer,	 and	 Levy	 1987).	 Ciertamente,	 pronto	 se	
descubrió,	 mediante	 estudios	 in	 vivo,	 con	 SIV,	 en	 macaco	 Rhesus	 (Kestler	 et	 al.	
1990),	 y	 posteriormente	mediante	 el	 uso	 de	 líneas	 celulares	 primarias	 humanas,	
que	 las	 funciones	 de	 esta	 pequeña	 proteína	 de	 27	 kDa	 eran	 muy	 diversas	 y	 en	
absoluto	irrelevantes	o	contrarias	a	la	infectividad	del	virus	VIH-1,	así	como	para	el	
resto	de	los	lentivirus	de	primates	(Aiken	and	Trono	1995).		
	
Una	 propiedad	 importante	 de	 la	 estructura	 de	 esta	 proteína	 es	 su	miristoilación,	
característica	 que	 influirá	 en	 su	 localización	 subcelular,	 ya	 que	 contribuirá	 a	 su	
presencia	 en	 la	membrana	 celular,	 donde	desempeña	 importantes	 funciones,	 que	
dependen	de	esta	característica.	No	obstante,	principalmente	podrá	ser	encontrado,	
este	Nef	miristoilado,	en	citoplasma	e	incluso,	formas	no	miristoiladas,	aparecerán	
también	en	citoplasma	y	en	el	núcleo	(Harris	1995).	
	
Algunas	 de	 las	 funciones	 pro-virales	 más	 importantes	 de	 Nef	 las	 desempeñará	
modulando,	 de	 diferentes	 formas,	 la	 expresión	 en	 membrana	 plasmática	 de	
diversas	proteínas	de	superficie.	De	especial	importancia	es	su	capacidad	de	inducir	
la	 desaparición	 de	 membrana	 (fenómeno	 conocido	 ampliamente	 como	 “down-
regulation”)	del	receptor	de	superficie	CD4,	receptor	principal	de	VIH-1	(Garcia	and	
Miller	 1991).	 A	 diferencia	 de	 la	 proteína	 Vpu,	 que,	 tal	 y	 como	 se	 explicó	
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previamente,	ejercía	una	acción	en	contra	de	las	moléculas	de	CD4	recién	formado,	
aun	 en	 el	 retículo	 endoplásmico	 (Schubert	 et	 al.	 1998),	 la	 acción	 de	 Nef	 ocurre	
sobre	el	CD4	ya	localizado	en	la	membrana	plasmática,	mediante	la	unión	de	la	cola	
citoplasmática	de	CD4	con	el	complejo	adaptador	de	moléculas	de	clatrina	AP-2	(en	
inglés,	“adaptor	protein	complex	2”),	mediando	así	su	internalización	en	vesículas	
recubiertas	 de	 clatrina,	 para	 después	 ser	 transportado	 hacia	 su	 degradación	 en	
lisosomas.	 Se	 describe,	 además,	 que	 el	 dominio	 di-leucina	 de	Nef	 es	 fundamental	
para	este	proceso	(Chaudhuri	et	al.	2007).	Este	fenómeno	de	“down-regulation”	de	
CD4	por	parte	de	Nef	 influiría	de	diferentes	maneras	en	 la	 infección	del	virus.	En	
primer	 lugar,	se	postula	que	evitaría	 los	eventos	de	súper	 infección	de	 las	células	
diana,	que	terminarían	eliminando	células	con	material	viral	integrado,	ya	que,	de	
esta	manera,	 gracias	 a	Nef,	 podrían	 completar	 su	 ciclo	 y	 producir	 eficientemente	
nuevos	 viriones	 (Benson	 et	 al.	 1993).	 Asimismo,	 de	 esta	 forma,	 también,	 Nef	
evitaría	las	interacciones	nocivas	para	el	virus	entre	su	proteína	de	la	envuelta	y	las	
moléculas	 de	 CD4,	 logrando	 	 mayor	 incorporación	 de	 Env	 y	 una	 más	 agresiva	
producción	 de	 viriones,	 en	 las	 fases	 tardías	 de	 la	 enfermedad	 (Argañaraz	 et	 al.	
2003).		
	
Tan	importante	como	la	acción	sobre	CD4,	podría	considerarse	el	efecto	de	“down-
regulation”	que	tiene	Nef	sobre	el	complejo	mayor	de	histocompatibilidad	de	Clase	
I	(MHC-I).	Se	demostró	que	la	presencia	de	Nef	reducía	la	expresión	en	membrana	
plasmática	de	MHC-I	y	producía	su	transporte,	en	vesículas	endosomales,	donde	era	
degradado	 (Schwartz	 et	 al.	 1996).	 Estudios	 posteriores	 describieron	 que	 este	
fenómeno	ocurría	mediado	por	AP-1,	donde	Nef	modulaba	la	unión	de	este	a	la	cola	
citoplasmática	 de	 moléculas	 de	 MHC-I,	 de	 reciente	 creación,	 cuando	 aún	 se	
encontraban	en	la	red	del	trans	Golgi,	para	conducirlo	a	degradación	por	lisosomas	
(Roeth	et	al.	2004).	
	
Además	de	esto,	también	se	ha	postulado	que	para	la	interacción	de	Nef	con	MHC-I	
podrían	 ser	 fundamentales	 la	 proteínas	 PACS-1	 (en	 inglés,	 “phosphofurin	 acidic	
cluster	 sorting	protein-1”),	mecanismo	conectado	 también	con	AP-1	 (Piguet	 et	 al.	
2000),	o	 la	proteína	PACS-2,	que	mediante	 interacción	con	Arf6	 (en	 inglés,	 “ADP-
ribosylation	 factor	 6”)	 y	 la	 quinasa	 PI3K	 (fosfatifilinositol	 3-quinasa),	 podría	
permitir	a	Nef	retirar	el	MHC-I	de	la	membrana	plasmática,	en	este	caso	(Atkins	et	
al.	2008).	
	
Se	describió	además	que	el	efecto	de	Nef	sobre	MHC-I	se	limitaba	a	los	alotipos	de	
HLA	(antígenos	leucocitarios	humanos,	en	inglés	“human	leukocyte	antigen”),	HLA-
A	 y	HLA-B,	 sin	 afectar	 a	 HLA-C	 ni	 HLA-E.	 Esta	 diferencia	 permitiría	 a	 las	 células	
infectadas	 efectuar	 un	 balance	 entre,	 impedir	 el	 mecanismo	 de	 presentación	 de	
antígenos	 a	 los	 linfocitos	 T	 citotóxicos	 CD8+	 (CTLs),	 mientras	 que	 mantienen	 la	
expresión	en	superficie	de	los	alotipos	HLA-C	y	HLA-E,	que	protegen	a	las	células	de	
ser	destruidas	por	células	NK	(en	inglés,	“Natural	Killer”)	(Cohen	et	al.	1999).	
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Asimismo,	se	ha	descrito	que	en	el	caso	del	MHC-II,	la	proteína	Nef,	no	solo	produce	
su	 “down-regulation”,	 sino	 que	 promueve,	 de	 manera	 incluso	 más	 eficiente,	 la	
expresión	en	membrana	plasmática	de	la	forma	inmadura	de	la	misma.	Dicho	efecto	
de	Nef	además	parece	conservarse	en	también	en	VIH-2	y	VIS	y	supondría,	para	el	
virus,	la	capacidad	de	interferir	en	la	presentación	de	antígeno	a	células	APC	y	por	
lo	tanto,	evadir	la	respuesta	inmune	(Schindler	et	al.	2003).	
	
Realmente,	la	modulación	de	receptores	de	superficie	por	parte	de	Nef,	se	extiende	
notablemente	 más	 allá	 de	 estas	 moléculas	 citadas.	 De	 especial	 relevancia	 será,	
también,	la	internalización	de	los	receptores	de	quimiocinas,	CCR5	y	CXCR4,	por	su	
función	 como	 correceptores	 del	 virus	 (Michel	 et	 al.	 2006).	 Se	 ha	 demostrado	
también	 que	Nef	 evita	 la	 endocitosis	 de	 la	 proteína	 transmembrana	DC-SING	 (en	
inglés,	 “dendritic	 cell-specific	 intercellular	 adhesion	 molecule-3-grabbing	 non-
integrin”),	 estabilizándola	 en	 membrana	 plasmática,	 con	 la	 consecuencia	 de	 una	
mayor	formación	de	“clusters”	o	agregados	de	células	dendríticas,	promoviendo	así	
la	transmisión	del	virus	(Sol-Foulon	et	al.	2002).	
	
Si	bien,	previamente,	 se	describió	 como	Vpu	en	VIH-1	y	Env	en	el	 caso	de	VIH-2,	
cumplían	una	función	importante	contrarrestando	la	acción	de	BST-2	o	“Tetherin”,	
curiosamente,	se	ha	descrito	que	estas	funciones	no	serían	sino	una	adaptación,	en	
el	humano,	a	esta	misma	función,	pero	original	del	Nef	de	los	diferentes	VIS,	como	
contramedida	 de	 este	 factor	 de	 restricción,	 ante	 la	 falta	 de	 ciertas	 secuencias	 de	
unión	a	Nef	,	en	la	BST-2	del	hospedador	humano,	cuando	se	produjo	el	salto	inter-
especie	y	la	consiguiente	evolución	del	virus	(Serra-Moreno	and	Evans	2012).			
	
En	 los	 últimos	 años	 se	 ha	 identificado	 la	 capacidad	 de	 Nef	 de	 contrarrestar	 la	
acción,	 como	 factores	de	 restricción,	de	 las	proteínas	 SERINC5	 (en	 inglés,	 “serine	
incorporator	5”),	SERINC3	(en	inglés,	“serine	incorporator	3”),	las	cuales,	actuarían	
impidiendo	 la	 formación	 del	 poro	 de	 fusión	 y	 disminuyendo,	 así,	 la	 infectividad	
viral.	Se	postula	que	Nef	impediría	esta	acción	anti-viral,	evitando	la	incorporación	
de	dichas	proteínas	a	los	viriones	nacientes	(Usami,	Wu,	and	Göttlinger	2015;	Rosa	
et	al.	2015).	
	
Recientemente,	 se	 publicó	 un	 artículo,	 desarrollado	 por	 nuestro	 grupo	 de	
investigación,	en	el	que	colaboro	en	gran	medida,	como	coautor,	ya	que,	de	hecho,	
está	 altamente	 emparentado	 e	 interrelacionado	 con	 los	 objetivos	 de	 esta	 tesis	
doctoral,	aunque	no	todos	sus	resultados	sean	objeto	directo	de	dicha	tesis.	En	este	
artículo	 se	 describe	 una	 función	 novedosa	 de	 Nef,	 interaccionando	 directa	 o	
indirectamente	con	la	enzima	HDAC6	(histona	desacetilasa	6),	promoviendo	así	su	
degradación	 por	 la	 vía	 endosomal-lisosomal	 y	 neutralizando,	 por	 ende,	 su	
capacidad	anti-infecciosa	contra	VIH-1.	Se	describiría	así	el	mecanismo	por	el	cual	
el	virus	evadiría	las	diversas	acciones	de	esta	enzima,	en	contra	de	su	infectividad,	
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cerrando	de	esta	manera	el	circulo	que	permitiría	considerarla	como	un	factor	de	
restricción	anti-VIH	(Marrero-Hernandez	et	al.	2019).	
	
La	 última	 proteína	 accesoria	 que	 quedaba	 por	 nombrar,	 Vif	 (en	 inglés,	 “viral	
infectivity	 factor”),	 es	 además	una	de	 las	más	 importantes	para	 la	 replicación	del	
virus.	 A	 principios	 de	 los	 90,	 diversos	 estudios	 encontraron	 que	 esta	 pequeña	
proteína,	de	23	kDa,	parecía	tener	un	papel	fundamental	en	la	infectividad	del	virus	
VIH-1,	 dado	 que	 ciertos	 virus	 aislados,	 que	 mostraban	 un	 fenotipo	 escasamente	
citopático,	resultaban	poseedores	de	deleciones	en	la	región	del	gen	vif,	aunque,	por	
aquel	entonces,	aun	no	se	conocía	que	papel	podía	tener	para	el	virus	esta	proteína	
(Sakai	et	al.	1991).	Por	aquel	entonces	se	encontró,	además,	que	virus	deficientes	
en	 el	 gen	 vif	 podían	 entrar	 con	 normalidad	 a	 las	 células	 diana,	 pero	 veían	
enormemente	perjudicada	su	capacidad	de	completar	 la	síntesis	del	ADN	proviral	
(von	Schwedler	et	al.	1993).		
	
Tuvo	que	pasar	una	década	para	que	se	encontrase	el	gen	de	la	célula	humana	que	
daba	 lugar	 al	 factor	 anti-viral,	 que	 Vif	 estaba	 suprimiendo.	 La	 proteína	 que	
expresaba	 este	 gen	 era	 CEM15	 (Sheehy	 et	 al.	 2002),	 aunque	 enseguida,	 dada	 su	
homología	de	secuencia	con	 las	enzimas	APOBEC	editoras	de	ARN,	se	descubriría	
que	 se	 trataba	 de	 la	 recientemente	 descrita,	 APOBEC3G	 (Harris,	 Petersen-Mahrt,	
and	 Neuberger	 2002).	 Esta	 enzima	 actúa	 como	 una	 citidina	 desaminasa	 sobre	
cadenas	 de	 ADN,	 transformando	 desoxicitidinas	 en	 desoxiuridinas.	 Cuando	 esto	
ocurre	 en	 el	 contexto	 de	 la	 cadena	 ADN	 negativo,	 recién	 formada	 en	 la	
retrotranscripción,	 desencadena	 que	 la	 cadena	 positiva,	 complementaria	 a	 esta,	
haya	sustituido	la	desoxiguanosina,	que	se	hubiera	formado,	por	desoxiadenosina.	
El	resultado	final	es	que	su	actuación	induce	la	hipermutación	de	G	a	A	en	la	cadena	
de	ADNc	(complementario)	viral,	resultado	de	la	retrotranscripción,	de	manera	que	
resultaría	 letal	para	el	virus	e	 impediría	el	desarrollo	de	 la	 infección.	No	obstante	
un	 efecto	moderado	 y	 no	 letal	 de	 esta	 enzima,	 se	 postulaba	 que	 podría	 resultar	
beneficioso	 para	 el	 virus,	 contribuyendo	 a	 una	 variación	 genética	 ventajosa,	
encajando	con	lo	observado,	en	general,	en	lentivirus	de	primates	(Zhang,	Yang,	et	
al.	2003).		
	
Poco	después,	 se	 identificó	que	 la	acción	que	ejercía	Vif	 sobre	A3G,	era	efectuada	
mediante	la	unión	de	Vif	a	este,	de	manera	que	inducía	su	degradación	mediante	la	
ruta	 proteasómica,	 evitando	 su	 incorporación	 a	 viriones	 nacientes	 (Marin	 et	 al.	
2003;	 Stopak	 et	 al.	 2003).	 Además,	 en	 este	 complejo,	 intervenían	 también	 las	
proteínas	celulares	(que	indicamos	en	inglés),	cullin-5,	elongin	B,	elongin	C	y	Rbx1	
(en	inglés,	“RING-box	protein	1”),	de	manera	que	permitían	a	Vif	interaccionar	con	
A3G	y	producir	su	ubiquitinación	y	posterior	degradación	(Yu	et	al.	2003).	Más	aun,	
se	ha	descrito	que	Vif	también	contrarrestaría	la	acción	anti-viral	de	A3G	mediante	
la	represión	de	su	traducción,	uniéndose,	esta	proteína	viral,	al	ARN	mensajero	de	
A3G	(Mercenne	et	al.	2010).	
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Un	trabajo	realizado	por	nuestro	grupo	de	 investigación,	asimismo,	demostró	que	
la	enzima	celular	HDAC6	antagonizaba	la	acción	de	Vif	sobre	A3G	de	dos	maneras;	
interaccionando	 directamente	 con	 A3G,	 generando	 un	 complejo	 que	 competía	
eficientemente	con	la	degradación	de	este,	mediada	por	Vif,	así	como,	por	otro	lado,	
de	manera	 independiente,	 pudiendo	 actuar	 directamente	 sobre	Vif,	 promoviendo	
su	 degradación	 por	 ruta	 autofágica.	 A	 su	 vez,	 la	 degradación	 de	 Vif	mediada	 por	
HDAC6	 requería	 de	 la	 interacción	 directa	 mediante	 su	 dominio	 BUZ	 (en	 inglés,	
“binder	 of	 ubiquitin	 zinc	 finger”),	 así	 como	 de	 su	 actividad	 desacetilasa	 intacta	
(Valera	et	al.	2015).	
	
	
1.4.5.	La	envoltura	viral	(Env):	
	
El	gen	de	la	envuelta,	env,	aparece	adyacente	al	gen	pol,	y	se	traduce,	en	el	retículo	
endoplásmico	 rugoso,	 en	una	poliproteína	precursora,	 denominada	glucoproteína	
de	 160	 kDa	 (gp160)	 por	 su	 peso	 molecular,	 pero	 que	 ha	 de	 escindirse	
proteolíticamente	 por	 medio	 de	 endoproteasas	 de	 la	 célula,	 como	 la	 furina	
(Hallenberger	et	al.	1992),	en	una	secuencia	de	corte	muy	conservada	en	todos	los	
retrovirus	(excepto	en	el	Visna	virus),	Arg-X-Lys/Arg-Arg	(RXK/RR),	dando	lugar	a	
las	 glicoproteínas	 de	 la	 envuelta	maduras,	 gp120	 y	 gp41,	 proviniendo	 gp120	 del	
extremo	amino-terminal	y	gp41	del	carboxi-terminal	(Checkley,	Luttge,	and	Freed	
2011;	McCune	et	al.	1988).	Este	corte,	sin	embargo,	ocurrirá	en	el	aparato	de	Golgi,	
hacia	el	cual	se	habrá	desplazado	la	poliproteína	precursora	gp160	oligomerizada	
en	 forma	 de	 dímeros	 y	 tetrámeros	 (Doms,	 Earl,	 and	 Moss	 1991).	 También	 esta	
poliproteína	gp160	será	N	y	O-glucosilada,	modificación	que	será	completada	tras	
la	 adición	 de	 cadenas	 de	 oligosacáridos,	 ricas	 en	manosa,	 en	 la	 región	 trans	 del	
aparato	 de	 Golgi	 (en	 inglés,	 “trans-Golgi	 network,	 TGN”)	 (Bernstein	 et	 al.	 1994;	
Checkley,	Luttge,	and	Freed	2011).	Tras	la	escisión	proteolítica	de	esta	poliproteína,	
ambas	 proteínas	 resultantes,	 gp120	 y	 gp41,	 quedarán	 unidas	 por	 uniones	 no-
covalentes	 de	 manera	 que	 formarán	 espigas	 de	 estructura	 heterotrimérica	 (es	
decir,	 tres	 monómeros	 compuestos	 tanto	 de	 una	 subunidad	 de	 gp120	 como	 de	
gp41)	 (Ward	 and	Wilson	 2015),	 de	 las	 cuales,	 muchas	 serán	 internalizadas	 tras	
llegar	 la	membrana	plasmática,	desencadenando	una	baja	expresión	en	superficie	
de	estas	espigas	(8-10	por	virión)	(Zhu	et	al.	2003).	Este	proceso	es	mediado	por	
motivos	 de	 internalización,	 altamente	 conservados,	 presentes	 en	 la	 cola	
citoplasmática	 de	 gp41,	 y	 regulado	 por	 Pr55-Gag,	 que	 inhibe	 una	 excesiva	
internalización	 de	 Env,	 que	 desencadenaría	 viriones	 no	 viables,	 pero	 que,	 tal	 y	
como	ocurre,	de	manera	discreta,	 contribuye	a	 la	evasión	del	 sistema	 inmune	del	
hospedador	(Egan	et	al.	1996).	
	
Por	otra	parte,	también	la	alta	variabilidad	del	gen	env	contribuye	a	la	evolución	del	
virus	y	al	escape	inmunológico,	presentándose	entre	un	25%	y	un	45%	de	variación	



48 / 197

Este documento incorpora firma electrónica, y es copia auténtica de un documento electrónico archivado por la ULL según la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente dirección https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 3296050				Código de verificación: Ejn1Cgrf

Firmado por: Daniel Márquez Arce Fecha: 22/03/2021 14:17:05
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

Agustín Valenzuela Fernández 22/03/2021 16:24:51
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

María de las Maravillas Aguiar Aguilar 21/04/2021 15:56:46
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electrónica

Entrada
Nº registro:  2021/22338

Nº reg. oficina:  OF002/2021/22026
Fecha:  22/03/2021 16:46:09

Introducción	

	32	

genética	entre	los	dos	subtipos	VIH	(VIH-1	y	VIH-2)	y	entre	15%	y	20%,	entre	los	
grupos	 variantes	 dentro	 de	 cada	 subtipo	 (Araujo	 and	Almeida	 2013;	 Lynch	 et	 al.	
2009).	A	su	vez,	se	ha	encontrado	una	mayor	variabilidad	de	nucleótidos	en	el	gen	
de	 la	 envuelta	 de	 virus	 extraídos	 de	 fluido	 cerebroespinal,	 de	 pacientes	 con	
desordenes	neurocognitivos	derivados	del	VIH,	comparándolo	genes	de	envoltura	
extraídos	 de	 pacientes	 sin	 dichas	 patologías	 (Vazquez-Santiago	 and	 Rivera-Amill	
2015).	 Es	 en	 la	 subunidad	 gp120	 donde	 encontramos	 una	 mayor	 variabilidad,	
constando	 esta	 de	 5	 dominios	 variables	 reconocidos	 (V1-V5),	 entre	 los	 que	 se	
intercalan	otros	5	dominios	constantes	(C1-C5)	(Checkley,	Luttge,	and	Freed	2011)	
(Imagen	7).	La	importancia	de	las	modificaciones	en	estos	“loops	variables”	ha	sido	
demostrada	 por	 muchos	 autores,	 encontrándose,	 por	 ejemplo,	 que	 las	
modificaciones,	tales	como	adición	de	sitios	de	glucosilación,	en	las	regiones	V1-V3	
que	 se	 encontraban	 en	 pacientes	 crónicos,	 respecto	 a	 pacientes	 con	 infecciones	
tempranas,	 conferían	 al	 virus	 una	 mayor	 resistencia	 frente	 a	 anticuerpos	
neutralizantes,	 una	 mayor	 tasa	 de	 replicación	 en	 células	 con	 baja	 densidad	 del	
correceptor	CCR5	e	incluso	mayor	resistencia	a	fármacos	inhibidores	de	fusión	y	de	
dicho	 receptor	 (Etemad	 et	 al.	 2009).	 Estas	 regiones	 variables,	 a	 pesar	 de	 ser	
importantes	para	el	uso	del	correceptor	y	el	cambio	de	tropismo,	de	CCR5	a	CXCR4,	
en	especial	V3	(Pollakis	et	al.	2004),	no	parecen	ser	importantes	para	el	anclaje	con	
el	principal	 receptor	 celular	del	 virus,	 el	CD4.	Este	 importante	papel	 recae	en	 los	
dominios	conservados,	que	de	verse	modificados,	resultan	en	una	perdida	notable	
de	unión	a	dicho	receptor	CD4	(Olshevsky	et	al.	1990).	
	

	
Por	otro	 lado,	 la	glicoproteína	gp41	consta	de	345	aminoácidos	organizados	en	3	
dominios	principales	(Imagen	7),	altamente	conservados:	el	domino	extracelular	o	
“ectodominio”,	un	dominio	transmembrana	(TMD)	y		la	cola	citoplasmática	(CT).	El	
dominio	 extracelular,	 a	 su	 vez,	 contiene	 el	 péptido	 de	 fusión	 (FP)	 (la	 región	 N-
terminal	 hidrófoba),	 un	 dominio	 rico	 en	 triptófano	 conocido	 como	 la	 región	 de	
membrana	proximal-externa	(MPER)	y	 las	regiones	“hepta	repetidas”	HR1	y	HR2,	
que	 han	 de	 interaccionar	 para	 la	 formación	 del	 poro	 de	 fusión	 (Steckbeck	 et	 al.	
2011;	Checkley,	Luttge,	and	Freed	2011).	En	este	proceso,	la	región	conocida	como	

Imagen	 7.	 Dominios	 de	 la	 glicoproteínas	 gp120	 y	 gp41.	 Esta	 imagen	 está	 adaptada	 del	 trabajo	 de	
Checkley,	Luttge	y	Freed	(Checkley,	Luttge,	and	Freed	2011).	
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péptido	 de	 fusión,	 que	 se	 encuentra	 internalizada	 en	 la	 estructura	 del	 complejo	
gp120/gp41,	 tras	 el	 contacto	 de	 gp120	 con	 el	 receptor	 CD4	 y	 su	 correceptor,	 es	
expuesta.	A	continuación	se	ha	de	formar	una	estructura	entre	dos	trímeros	de	los	
motivos	HR1,	en	el	extremo	N-terminal,	que	se	insertará	a	la	membrana	plasmática	
de	 la	 célula	 huésped	 y	 HR2,	 en	 el	 extremo	 C-terminal,	 unido	 al	 virus.	 El	
plegamiento,	en	forma	de	horquilla,	de	estas	dos	estructuras	triméricas,	se	traduce	
en	la	formación	de	un	haz	de	6	α-hélices	(3	internas	paralelas,	correspondientes	a	
HR1	 y	 3	 externas,	 derivadas	 de	 HR2,	 situadas	 de	 manera	 antiparalela),	 que	
aproximará	 las	 membranas	 del	 virus	 y	 de	 la	 	 célula	 que	 está	 siendo	 infectada,	
permitiendo	la	formación	del	citado	poro	de	fusión	(Imagen	8).	Cabe	destacar	que,	
se	 necesitará	 la	 agrupación	 de	 varias	 de	 estas	 estructuras	 para	 la	 formación	 de	
dicho	 poro	 de	 fusión	 (Gallo	 et	 al.	 2003;	 Chan	 et	 al.	 1997).	 Esta	 estructura	 no	 es	
exclusiva	 del	 VIH-1,	 habiéndose	 descrito	 también	 en	 otros	 virus	 con	 envoltura,	
como	el	virus	influenza	(Earp	et	al.	2005)	o	los	paramixovirus	como	el	virus	de	la	
Enfermedad	de	Newcastle	(NDV)(Yu	et	al.	2002).		
	

	
	
	
	
	
	
	
	

Imagen	8.	Formación	del	poro	de	fusión	en	la	entrada	del	virus	VIH-1:	En	la	 ilustración	se	representan	
solo	 dos,	 de	 las	 numerosas	 estructuras	 de	 haces	 de	 6	 α-hélices	 que	 han	 de	 formarse	 para	mediar	 la	
formación	de	dicho	poro	de	fusión.	Esta	ilustración	está	adaptada	del	trabajo	de	De	Feo	y	Weiss	(De	Feo	
and	Weiss	2012).	
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1.5.	LOS	RECEPTORES	Y	CORRECEPTORES	CELULARES	DEL	VIH-1:	
	
1.5.1.	Descubrimiento	y	características:		
	
Tal	 y	 como	 se	 ha	 adelantado	 previamente,	 la	 interacción	 de	 las	 proteínas	 de	 la	
envoltura	 viral	 del	 VIH-1	 viene	 mediada	 por	 el	 receptor	 principal	 CD4	 y	 por	
diversos	correceptores,	de	los	cuales,	los	principales	serán	CXCR4	y	CCR5.		
	
El	receptor	CD4	es	una	glicoproteína	de	55	kDa,	perteneciente	a	la	superfamilia	de	
las	 inmunoglobulinas,	 que	 se	 encuentra	 expresada	 en	 la	 superficie	 de	 diversas	
células	 del	 sistema	 inmune,	 en	 especial	 linfocitos	 T	 CD4+,	 pero	 también	 en	
monocitos,	macrófagos,	células	dendríticas	(como	las	células	de	Langerhans)	y	en	la	
mayoría	 de	 los	 timocitos	 en	 desarrollo	 (Maddon	 et	 al.	 1985;	 Crowe,	 Mills,	 and	
McGrath	 1987).	 Posee	 una	 región	 extracelular	 con	 4	 dominios,	 con	 estructuras	
derivadas	de	las	inmunoglobulinas,	que	se	denominan	D1-D4,	aunque	solo	el	D1	se	
podría	 considerar	 que	 sigue	 poseyendo	 una	 estructura	 de	 inmunoglobulina	
estricta,	 presentándose	 demasiado	modificados,	 respecto	 a	 estas,	 los	 restantes	 3	
dominios	 (Clark	 et	 al.	 1987;	 Wu,	 Kwong,	 and	 Hendrickson	 1997).	 De	 estos	
dominios,	 se	 presentan	 como	 fundamentales	 para	 la	 unión	 con	 el	 complejo	 de	
histocompatibilidad	de	clase	II	(MHC-II)	los	dominios	D1	y	D2,	unión	que	puede	ser	
perjudicada	 por	 la	 proteína	 de	 la	 envuelta	 viral	 gp120,	 de	 manera	 que	 se	 vería	
afectada	la	diferenciación	de	los	linfocitos	y	por	ende	la	respuesta	inmune	(Clayton	
et	al.	1989).	
	
Otra	 región	 fundamental	 para	 las	 funciones	 de	 CD4	 se	 encuentra	 en	 su	 cola	
citoplasmática,	donde	esta	molécula	se	encuentra	unida,	de	 forma	no	covalente,	a	
una	 tirosina	 quinasa	 de	 tipo	 Src,	 la	 llamada	 p56Lck.	 Dicha	 unión	 propicia	 la	 co-
asociación	 entre	 CD4	 y	 el	 receptor	 de	 célula	 T	 (TcR),	 para	 interaccionar,	
conjuntamente,	 con	el	mismo	complejo	 formado	por	MHC-II	 y	 el	 antígeno	que	ha	
unido,	dando	así	lugar	al	desarrollo	y	activación	de	los	linfocitos	T	CD4+	(Xiong	et	al.	
2001).	
	
Ya	hemos	dicho	del	CD4	que	es	el	receptor	principal	del	VIH-1,	pero	la	entrada	del	
virus	 requiere	 de	 la	 mediación	 de	 un	 correceptor,	 para	 lo	 cual	 se	 han	 descrito	
ampliamente	como	principales	los	receptores	de	quimiocinas	CXCR4	y	CCR5.	
	
Los	primeros	indicios	de	que	el	CD4	no	era	el	único	receptor	que	necesitaba	el	virus	
VIH-1	para	fusionar	e	ingresar	en	las	células	fueron	encontrados	en	determinados	
estudios	 durante	 los	 años	 80	 donde,	 si	 se	 expresaban	 formas	 recombinantes	 de	
dicho	 receptor	 en	 diferentes	 líneas	 celulares	 humanas,	 se	 convertían	 en	
susceptibles	de	ser	 infectadas,	pero	cuando	se	 introducía	este	receptor	en	células	
de	ratón,	la	infección	no	tenía	éxito,	por	lo	que	se	intuía	que	la	infección	requería	de	
moléculas	 adicionales,	 que	 no	 se	 encontraban	 en	 las	 células	 de	 dicho	 animal	



51 / 197

Este documento incorpora firma electrónica, y es copia auténtica de un documento electrónico archivado por la ULL según la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente dirección https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 3296050				Código de verificación: Ejn1Cgrf

Firmado por: Daniel Márquez Arce Fecha: 22/03/2021 14:17:05
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

Agustín Valenzuela Fernández 22/03/2021 16:24:51
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

María de las Maravillas Aguiar Aguilar 21/04/2021 15:56:46
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electrónica

Entrada
Nº registro:  2021/22338

Nº reg. oficina:  OF002/2021/22026
Fecha:  22/03/2021 16:46:09

Introducción	

	 35	

(Maddon	 et	 al.	 1986).	 Además	 de	 esto,	 en	 los	 subsiguientes	 años,	 se	 pudieron	
recopilar	numerosos	estudios	aportaban	evidencias	de	la	existencia	de	un	marcado	
tropismo	 en	 diferentes	 aislados	 del	 virus,	 que	 podían	 infectar	 preferentemente	
líneas	 celulares	de	 linfocitos	T	CD4+	o	bien	macrófagos,	 así	 como	 la	existencia	de	
evolución	o	 cambio	en	el	 tropismo	predominante,	 en	 las	 cepas	del	 virus	aisladas,	
según	 qué	 fase	 de	 la	 enfermedad	 se	 estuviese	 evaluando,	 siendo	 las	 M-trópicas	
características	de	la	fase	asintomática	y	las	T-trópicas	de	las	fase	donde	el	sistema	
inmune	se	empieza	a	ver	comprometido	y	marcadamente	más	virulentas	(revisado	
en	(Miedema	et	al.	1994)).		
	
Finalmente,	 tras	 años	 de	 búsqueda	 y	 sospechas,	 fue	 identificada	 una	 molécula	
llamada	“fusina”,	en	un	primer	momento,	mediante	una	estrategia	que	consistía	en	
el	 análisis	 y	 expresión	de	una	 librería	de	ADN	complementarios,	provenientes	de	
células	permisivas	para	el	VIH-1,	hasta	identificar	el	cofactor	concreto	que,	siendo	
expresado	en	células	no	permisivas,	permitía	que	se	infectasen	(Feng	et	al.	1996).	
Poco	 después	 se	 descubriría	 que	 esta	 molécula	 actuaba	 como	 receptor	 de	 la	
quimiocina	 SDF-1	 (factor-1	 derivado	 de	 células	 estromales)	 y	 sería	 rebautizada	
como	 CXCR4	 (Bleul	 et	 al.	 1996;	 Oberlin	 et	 al.	 1996).	 Serían,	 por	 otro	 lado,	 los	
estudios	 realizados	 con	 diversas	 beta-quimiocinas,	 como	 RANTES	 (CCL5),	 las	
proteínas	 inflamatorias	de	macrófagos	1α	y	1β	(MIP-1α	y	MIP-1β	o	CCL3	y	CCL4,	
según	 nomenclatura	 oficial	 internacional	 para	 las	 quimiocinas,	 respectivamente),	
donde	se	evaluaba	su	capacidad	para	inhibir	la	entrada	viral	(Cocchi	et	al.	1995)	los	
que	 permitieron	 la	 asociación	 e	 identificación	 del	 receptor	 CCR5,	 como	 el	 otro	
correceptor	del	VIH-1	(Dragic	et	al.	1996;	Alkhatib	et	al.	1996;	Deng	et	al.	1996).			
	
Se	 demostró,	 además,	 que	 el	 dominio	 hipervariable	 V3	 de	 gp120	 era	 el	
determinante	 para	 la	 interacción	 con	 estos	 receptores	 y	 la	 susceptibilidad	 de	 la	
envuelta	 a	unirse	 a	uno	u	otro	de	 ellos,	 por	 lo	 tanto,	 diferencias	 en	 este	dominio	
definían	 el	 tropismo	 del	 virus	 (Cocchi	 et	 al.	 1996).	 Si	 bien,	 como	 apuntamos	
previamente,	 este	 tropismo	 del	 virus	 y	 la	 evolución	 del	 mismo	 durante	 la	
progresión	de	 la	 enfermedad	 se	había	dilucidado	veladamente,	 años	 antes	de	 ser	
identificados	 los	 correceptores	 que	 mediaban	 en	 dicho	 fenómeno,	 pero	
posteriormente	 se	 describiría	 con	 más	 detalle	 la	 existencia	 de	 variantes	 X4	
trópicas,	R5	trópicas	y	aquellas	dual-trópicas,	que	pueden	usar	tanto	CXCR4	como	
CCR5,	de	manera	que	al	inicio	de	la	infección	sería	característica	la	predominancia	
de	cepas	R5	trópicas,	 las	cuales,	a	medida	que	 la	enfermedad	progresase,	se	 irían	
expandiendo	al	uso	de	ambos	receptores,	para	 terminar	emergiendo	 las	cepas	X4	
trópicas,	 coincidiendo	 con	 un	 aumento	 de	 la	 carga	 viral	 y	 la	 depleción	 de	 los	
linfocitos	T	CD4+,	fenómenos	característicos	de	la	entrada	en	la	fase	SIDA	(Connor	
et	al.	1997).		
	
Más	allá	de	los	receptores	y	correceptores	descubiertos	para	el	VIH-1,	numerosos	
estudios	durante	los	años	90	describirían	otros	procesos	de	anclaje	del	virión	a	las	
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células	permisivas,	 donde	 también	el	 dominio	hipervariable	V3	de	gp120	parecía	
manifestar	 gran	 importancia,	 que	 habrían	 de	 ocurrir,	 de	 manera	 obligatoria	 y	
anticipada	 a	 la	 unión	 de	 la	 envuelta	 al	 receptor	 CD4,	 pero	 que	 podrían	 ocurrir	
también,	 de	 manera	 independiente,	 en	 células	 CD4-	 no	 permisivas,	 carentes	 del	
receptor	principal,	 donde	en	principio,	 no	 tendría	 lugar	 la	 entrada	ni	 la	 infección	
viral	(Valenzuela	et	al.	1997).	
	
La	 importancia	 de	 este	 anclaje	 se	 podría	 entender	 debido	 a	 que,	 en	 muchas	
ocasiones,	 determinadas	 células	 permisivas	 podrían	 expresar	 baja	 densidad	 de	
receptores	 de	 CD4,	 por	 lo	 que	 para	 la	 interacción	 del	 virión	 con	 este	 y	 sus	
correceptores,	 serían	 previamente	 necesarias	 las	 mencionada	 uniones	 o	 anclajes	
coordinados	de	las	partículas	virales	con	determinados	componentes	presentes	en	
la	membrana	plasmática.	Entre	estos	componentes	se	encuentran	heparán	sulfato	
proteoglicanos,	 que	 interaccionarían	 con	 gp120	 (Ugolini,	 Mondor,	 and	 Sattentau	
1999),	así	como	la	nucleolina,	que	a	pesar	de	ser	característica	del	nucléolo,	parece	
encontrarse	expresada	en	la	membrana	plasmática	habitualmente	(Callebaut	et	al.	
1998;	Nisole	et	al.	1999).		
	
A	 pesar	 de	que	 ya	hemos	dicho	que	 el	 receptor	CD4	 es	 necesario	para	 la	 exitosa	
entrada	 viral	 e	 infección,	 la	 infección	 ocurre	 en	 ocasiones,	 en	 determinas	 células	
carentes	de	dicho	receptor,	por	lo	que	otros	mecanismos	se	han	descrito,	para	los	
que	 el	 esfigolípido	 galactosil-ceramida	 (GalC)	 funcionaría	 como	 receptor	
alternativo	del	virus.	Una	de	estas	células,	donde	la	importancia	de	esta	molécula	ha	
sido	estudiada,	serían	la	neuronas	(Harouse	et	al.	1991),	aunque	cierta	existe	cierta	
discrepancia	de	opiniones	entre	diferentes	autores	de	la	materia,	ya	que	a	su	vez,	se	
han	 publicado	 estudios	 donde,	 parece	 que	 esta	molécula	 podría	 no	mediar	 en	 la	
infección	 de	 neuronas	 por	 el	 VIH-1,	 ya	 que	 el	 uso	 de	 anticuerpos	 contra	 la	
galactosil-ceramida,	en	líneas	celulares	de	neuronas,	no	inhibía	la	infección	por	este	
virus	(Alvarez	Losada,	Cantó-Nogués,	and	Muñoz-Fernández	2002;	Hao	et	al.	1997).	
Sin	embargo,	en	células	epiteliales	y	como	las	de	 la	mucosa	del	colon	o	vaginal,	sí	
que	parece	esta	molécula	ser	un	mediador	importante	para	la	infección	por	el	virus	
VIH-1,	por	lo	que	ha	sido	objeto	de	estudio	para	estrategias	de	diseño	de	vacunas	
contra	el	virus	(Dennison	et	al.	2014).	
	
Sea	como	fuere	la	interacción	de	gp120	con	la	galactosil-ceramida,	ese	mecanismo	
debe	tener	alguna	relevancia	por	 la	gravedad	de	 las	manifestaciones	neurológicas	
del	 virus	 y	 la	 importancia	 de	 la	 entrada	 en	 células	 epiteliales	 para	 la	 infección	
primaria.	
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1.5.2.	Señalización	de	los	correceptores	en	la	entrada	viral:	El	 fenómeno	del	
“capping”:	
	
Un	evento	que	se	ha	descrito	muy	importante,	para	el	éxito	de	la	entrada	viral	del	
VIH-1,	 es	 la	 colocalización	 o	 acúmulo	 de	 los	 receptores	 y	 correceptores	 en	 una	
estructura	 de	 tipo	 pseudópodo,	 proceso	 conocido	 como	 “capping”,	 para	 lo	 cual,	
sería	 fundamental	 la	 reorganización	 del	 citoesqueleto	 de	 actina	 en	 la	membrana	
plasmática,	promovida	por	 la	 interacción	de	gp120	con	CD4	en	primera	instancia.	
La	importancia	para	el	virus	de	que	se	produjese	este	proceso	quedaba	demostrada	
cuando	 al	 añadir	 un	 inhibidor	 de	 la	 polimerización	 de	 la	 F-actina,	 como	 la	
citocalasina	D,	se	bloqueaba	la	formación	de	esta	estructura	a	la	par	que	la	entrada	
viral	y	la	infección	(Iyengar,	Hildreth,	and	Schwartz	1998).		
	
Diversos	procesos	y	proteínas	han	sido	descritos	para	tratar	de	dilucidar	cuales	son	
los	puntos	claves	de	este	mecanismo.	Ciertos	eventos	de	señalización	por	parte	de	
los	correceptores	del	VIH-1,	que	son	receptores	de	quimiocinas,	parecen	tener	un	
papel	en	este	proceso.	En	concreto,	la	señalización	por	parte	de	la	subunidad	Gβγ	de	
CXCR4	 da	 lugar	 a	 una	 cascada	 que	 implica	 la	 estimulación	 de	 las	 GTPasas	 de	 la	
familia	 Rho	 (Rac/Cdc42/RhoA),	 la	 subsiguiente	 activación	 de	 PAK	 (quinasa	
activada	 de	 p21)	 y	 en	 última	 instancia,	 la	 activación	 de	 LIMK,	 que	 produce	 la	
fosforilación	 de	 la	 cofilina	 (Wu	 and	 Yoder	 2009).	 Esta	 fosforilación	 de	 la	 cofilina	
supondrá	 la	 inactivación	 de	 su	 capacidad	 despolimerizante	 de	 la	 actina,	 por	 lo	
tanto,	 su	 estabilización.	 En	 primera	 instancia,	 investigadores	 describieron	 que	
gp120	 parecía,	 sin	 embargo	 interferir	 en	 este	 proceso	 y	 como	 consecuencia,	 dar	
lugar	 a	 la	 defosforilación	 y	 activación	 de	 la	 cofilina	 en	 linfocitos	 T	 CD4+	 latentes.	
Esto	 daría	 lugar	 a	 la	 despolimerización	 de	 la	 actina	 y	 permitiría	 la	 dinámica	 de	
citoesqueleto	 necesaria	 para	 la	 infección	 en	 estos	 linfocitos	 T	 CD4+	 en	 reposo,	
donde	 inicialmente	 esta	 proteína	 se	 encontraría	 de	 hecho	 inactivada	 de	 manera	
normal,	 estabilizando	 la	 F-actina	 y	 suponiendo	 una	 barrera	 a	 la	 infección.	 Estos	
investigadores	 también	 describieron	 que,	 sin	 embargo,	 en	 los	 linfocitos	 T	 CD4+	
activos,	 la	 cofilina	activa	se	encontraría	predominando	de	manera	suficiente	para	
asegurar	esta	dinámica	de	citoesqueleto	y	que	la	mediación	de	la	envuelta	del	virus	
con	CXCR4	no	sea	fundamental	para	la	infección	(Yoder	et	al.	2008).	Cabe	decir	que,	
aunque	 estos	 investigadores	 observaban	 principalmente	 la	 activación	 del	 factor	
despolimerizante	de	actina,	cofilina,	apuntaban	que	se	observaba	un	breve	evento	
de	polimerización	de	la	actina	en	el	primer	minuto	del	contacto.	Este	evento	sería	
explicado	con	más	detalle	en	 investigaciones	posteriores,	donde	se	demostró	que,	
realmente,	 en	 un	 primer	 momento,	 era	 necesaria	 de	 hecho	 una	 inactivación	 vía	
fosforilación	 de	 la	 cofilina,	 mediada	 por	 la	 activación	 de	 la	 previamente	
mencionada	 LIMK,	 como	 resultado	 de	 la	 señalización	 de	 gp120	 sobre	 CXCR4	
(Vorster	et	al.	2011).		
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Sería	 descrito,	 también,	 que	 la	 proteína	 filamina-A,	 la	 cual	 regula	 la	 cascada	
previamente	 citada,	 RhoA-ROCK-LIMK,	 que	 da	 lugar	 a	 la	 inactivación	 por	
fosforilación	 de	 la	 cofilina,	 además	 funciona	 como	 un	 adaptador	 entre	 los	
receptores	y	correceptores	de	VIH-1,	con	el	citoesqueleto	de	actina,	permitiendo	así	
su	 localización	 en	 polo	 donde	 se	 formará	 el	 “capping”	 (Jiménez-Baranda	 et	 al.	
2007).	
	
Se	 demostraría	 que	 intervenían	 también	 en	 este	 proceso	 de	 entrada	 viral	 las	
proteínas	ERM,	es	decir	ezrina/radixina/moesina,	donde	la	señalización	de	gp120	
sobre	el	 receptor	CD4	desencadenarían	 la	 fosforilación	de	 la	 ezrina	y	 la	moesina,	
por	ende	activándolas,	en	linfocitos	T	y,	la	moesina,	a	su	vez,	sería	necesaria	para	la	
reorganización	y	anclaje	de	la	F-actina	en	la	membrana	plasmática	y	la	agregación	
de	 receptores	y	 correceptores	en	 la	estructura	del	 “capping”	 (Barrero-Villar	et	al.	
2009).	 Paradójicamente,	 en	 los	 procesos	 posteriores	 a	 la	 formación	 del	 poro	 de	
fusión,	la	moesina	parece	suponer	una	barrera	contra	la	dinámica	de	citoesqueleto	
que	 necesita	 el	 virus	 para	 la	 retrotranscripción,	 por	 su	 actividad	 de	
desestabilización	 de	microtúbulos	 (Naghavi	 et	 al.	 2007)	 y	 se	 ha	 descrito	 que	 en	
general,	 su	 silenciamiento	 in	 vitro,	 promueve	 un	 aumento	 de	 la	 replicación	 del	
virus	(Capalbo	et	al.	2011).	Por	desgracia	esta	dualidad	de	funciones	de	la	moesina,	
en	la	infección	del	VIH-1,	sigue	sin	estar	resuelta	hoy	en	día.	
	
La	 última	 proteína	 celular	 encontrada	 hasta	 la	 fecha	 formando	 parte	 de	 este	
proceso	de	 formación	del	 “capping”	 es	 la	 gelsolina,	 una	proteína	que	 es	 capaz	de	

Imagen	9.	Modelo	de	la	regulación	dinámica	del	citoesqueleto	de	actina,	mediada	por	la	señalización	

de	 la	envuelta	 sobre	CXCR4,	a	 través	 de	 LIMK1	 y	 cofilina,	en	 la	 infección	por	VIH-1.	 (A)	 Linfocitos	 T	
CD4+	en	reposo	la	cofilina	está	inactiva	y	la	dinámica	de	la	actina	permanece	relativamente	estática.	(B)	
Inicialmente,	 la	 señalización	 a	 través	 de	 la	 subunidad	 	 Gβγ	 de	 CXCR4	 promueve	 la	 inactivación,	 por	
fosforilación,	de	la	cofilina,	estabilizando	el	citoesqueleto	y	permitiendo	la	interacción	del	virus	con	sus	
receptores.	 (C)	 Posteriormente	 la	 señalización,	 a	 través	 de	 Gai,	 para	 la	 activación	 de	 la	 cofilina,	
despolimerizará	la	actina,	promoviendo	la	dinámica	de	citoesqueleto	necesaria	para	 los	procesos	post-
entrada	viral.	Este	modelo	y	su	ilustración	pertenecen	al	trabajo	de	Vorster	y	colaboradores	(Vorster	et	
al.	2011)	
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cortar	filamentos	actina	(Selden	et	al.	1998;	Lu	et	al.	1997),	contribuyendo	así	a	la	
dinámica	de	citoesqueleto.	Se	describió	que,	una	perfectamente	calibrada	actividad	
de	 esta	 proteína	 era	 requerida	 en	 el	 proceso	 de	 entrada	 viral	 donde,	 tanto	 una	
sobreexpresión	 exógena	 como	 un	 silenciamiento	 de	 la	 gelsolina	 endógena,	
producían	 una	 perturbación	 de	 la	 dinámica	 de	 la	 F-actina	 hacia	 la	 membrana	
plasmática	e	impedían	la	entrada	mediada	por	Env	del	virus	VIH-1	(García-Expósito	
et	al.	2013).	
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1.6.	LA	INFECCIÓN	DEL	VIH-1:	ENFERMEDAD	Y	FENOTIPOS	CLÍNICOS:	
	
1.6.1.	Desarrollo	de	la	enfermedad	por	el	virus	VIH-1:	
	
No	 se	 podrían	 desarrollar	 las	 diferentes	 formas	 en	 las	 que	 se	manifiesta	 el	 virus	
VIH-1,	 en	 los	 distintos	 grupos	 de	 pacientes,	 sin	 antes	 hacer	 al	 menos	 una	 breve	
explicación	 de	 cuál	 sería	 el	 desarrollo	 esperado	 del	 Síndrome	 de	 la	
Inmunodeficiencia	Adquirida,	una	vez	el	virus	logre	entrar	en	el	ser	humano.	
	
Respecto	 a	 las	 rutas	 de	 transmisión	del	VIH-1,	 si	 bien,	 la	 vía	 sexual	 no	 es	 la	más	
eficiente,	 sí	 que	 resulta	 la	 vía	 más	 frecuente	 y	 se	 estima	 que,	 debido	 a	 esto,	
contribuye	aproximadamente	al	70	%	de	las	infecciones	mundiales,	en	concreto,	a	
través	de	relaciones	heterosexuales,	seguida	de	las	relaciones	entre	MSM	(siglas	en	
inglés	 de	 “Hombres	 que	 tienen	 sexo	 con	 otros	 hombres”),	 la	 derivada	 del	 uso	 de	
drogas	intravenosas	y	la	infección	vertical	de	madre	a	hijo	(revisado	en	(Shaw	and	
Hunter	2012)).	Aparte	de	la	vía,	el	éxito	de	transmisión	del	virus	dependerá	mucho	
de	 la	 carga	 viral	 del	 donante,	 además	 de	 la	 integridad	 de	 la	mucosa	 en	 contacto,	
donde	ulceraciones	 genitales	 y	presencia	de	 enfermedades	de	 transmisión	 sexual	
aumentarán	enormemente	la	probabilidad	de	contagio	(Gray	et	al.	2001;	Wawer	et	
al.	2005).	Es	debido	a	esto	que,	la	etapa	aguda	inicial	de	la	infección,	caracterizada	
por	una	elevada	carga	viral,	se	asocia	con	una	potenciada	capacidad	de	transmisión	
(Pilcher	et	al.	2004;	Volz	et	al.	2013)	y	que	un	correcto	mantenimiento	de	la	terapia	
antirretroviral,	 permitiendo	 	 mantener	 niveles	 de	 virus	 indetectables	 en	 suero,	
reduce	enormemente	la	probabilidad	de	contagio	(Melo	et	al.	2019).		
	
Inicialmente,	tras	el	contacto	con	las	mucosas,	puede	ocurrir	la	trans-infección	del	
virus,	 donde	 desde	 células	 APC	 (presentadoras	 de	 antígeno),	 escasamente	
susceptibles	 a	 la	 infección,	 como	 células	 dendríticas	 o	 macrófagos,	 puede	 ser	
transportado	 a	 las	 células	 diana,	 como	 los	 linfocitos	 T	 CD4+	 o	 las	 células	 de	
Langerhans	(Rinaldo	2013).	Además,	se	ha	descrito	extensamente	que,	en	el	inicio	
de	 la	 infección,	 se	 produce	 un	 fenómeno	 de	 cuello	 de	 botella,	 donde	 solo	 un	
limitado	 número	 de	 virus	 fundadores,	 normalmente	 relacionados	 con	 el	 linaje	
predominante	en	la	cuasiespecie	del	donante,	darán	lugar	a	la	infección	en	el	nuevo	
hospedador,	 siendo	 además	 predominantes,	 en	 esta	 fase	 inicial,	 las	 cepas	 virales	
que	 utilicen	 preferentemente	 el	 correceptor	 CCR5	 (revisado	 en	 (Kariuki	 et	 al.	
2017)).	
	
En	 general,	 desde	 el	 punto	de	 vista	 clínico,	 se	 acepta	que	 la	 enfermedad	 causada	
por	 el	 virus	 VIH-1	 puede	 presentar	 3	 fases:	 Fase	 aguda,	 fase	 intermedia	 o	 de	
latencia	y	fase	final,	tardía	o	fase	SIDA.	(Imagen	10)	
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Durante	 la	 fase	 aguda,	 el	 virus	 se	 replica	 en	mucosa	 y	 submucosa	 y	 de	 ahí,	 a	 los	
pocos	días	convergerá	en	el	sistema	linfoide,	especialmente	en	el	GALT	(en	inglés,	
“gut-associated	lymphoid	tissue”),	el	tejido	linfoide	asociado	al	intestino,	donde	se	
producirá	una	importante	depleción	de	linfocitos	T	CD4+	(Veazey	et	al.	1998).	Es	en	
esta	 fase	 en	 la	 que	 se	 estima	 que	 se	 establecerían	 los	 reservorios	 virales,	 que	
permitirán	 al	 virus	 permanecer	 integrado	 en	 células	 latentes,	 de	manera	 estable,	
transmitiéndose	 directamente	 de	 célula	 a	 célula,	 escapando	 así	 a	 la	 terapia	
antiretroviral	 y	 resurgiendo	 de	 manera	 competente,	 tras	 el	 cese	 de	 esta.	 Dichos	
reservorios	 son	 aún	 poco	 conocidos,	 pero	 se	 cree	 que,	 anatómicamente,	 estarían	
situados	en	células		del	mencionado	GALT,	sistema	nervioso	central,	tracto	genital	y	
otros	órganos	linfoides	(Mzingwane	and	Tiemessen	2017;	Vanhamel,	Bruggemans,	
and	Debyser	2019).		
	
El	 virus	esta	activamente	 replicando	en	esta	primera	 fase,	 tanto	que	el	ARN	viral	
podría	 ser	 detectado	 tras	 11	 o	 12	 días,	 normalmente	 en	 niveles	 superiores	 a	
100.000	copias/mL	en	sangre,	siendo	este	análisis	el	más	eficaz	para	 la	detección	
temprana	de	 la	 infección	en	 fase	 aguda,	hasta	que	 se	produzca	 la	 seroconversión	
(Chu	 and	 Selwyn	 2010).	 Es	 posible	 que	 en	 esta	 fase	 el	 individuo	 permanezca	
asintomático,	pero,	en	un	porcentaje,	que	se	ha	estimado,	entre	el	40	y	el	90%	de	
los	 infectados	 (revisado	 en	 (Kahn	 and	 Walker	 1998)),	 puede	 presentarse	 el	

Imagen	10.	Estadios	clínicos	de	la	infección	por	el	virus	VIH-1.	Modelo	esquemático	de	la	variación	de	
carga	viral	 (copias	de	ARN	viral/mL	de	plasma)	frente	al	 recuento	de	 linfocitos	T	CD4+	 (células/mL	de	
sangre),	a	lo	largo	de	las	3	fases	principales	de	 la	enfermedad.	Esta	imagen	está	adaptada	del	trabajo	
de	Alizon	y	Magnus	(Alizon	and	Magnus	2012).	
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conocido	como	“Síndrome	retroviral	agudo”,	el	cual	fue	descrito	por	primera	vez	en	
1985,	como	una	enfermedad	similar	a	una	mononucleosis	infecciosa,	que	aparecía	
repentinamente	tras	una	semana	del	posible	evento	de	infección	y	de	una	duración	
de	 entre	 3	 y	 14	 días.	 Se	 presentaba	 clínicamente	 con	 fiebre,	 anorexia,	 malestar	
general,	linfadenopatía,	náuseas	y	erupción	macular	(Cooper	et	al.	1985).	De	hecho,	
estas	manifestaciones	cutáneas	como	úlceras	mucocutáneas,	 la	aparición	de	“rash	
cutáneo”	 y	de	numerosas	máculas	 rojas	 en	 cara,	 tórax	 e	 incluso	manos	 y	pies,	 se	
consideran	signos	especialmente	reveladores	y	específicos	para	este	síndrome,	de	
cara	 a	 la	 detección	 temprana	 del	 virus	 (revisado	 en	 (Lapins	 et	 al.	 1997)).	 Esta	
sintomatología	 aguda	 inicial	 sería	 el	 resultado	 de	 la	 tormenta	 de	 citoquinas,	
inducida	 por	 la	 elevada	 carga	 viral,	 que	 se	 activará	 en	 el	 inicio	 de	 la	 infección,	
donde	 rápidamente	 se	 liberarán	 altos	 niveles	 de	 IFN-α,	 TNF-α,	 IL-15,	 IP-10	
(proteína	10	 inducida	por	 interferón)	y	más	 lentamente	otras	muchas	citoquinas,	
produciendo,	por	un	lado,	destrucción	masiva	de	linfocitos	T	CD4+,	tanto	infectados	
como	 no	 infectados	 y	 finalmente	 activación	 de	 células	 NK	 y	 linfocitos	 T	 CD8+	
citotóxicos,	que	supondrán	la	mejoría	de	la	sintomatología	y	el	descenso	de	la	carga	
viral	 y	 la	 seroconversión	 (Stacey	et	 al.	 2009).	Este	punto,	 a	partir	del	 cual	 la	 alta	
carga	viral	desciende	y	se	estabiliza,	se	conoce	como	“set	point	viral	(SPVL)”	y	se	ha	
descrito	que,	el	tiempo	que	tarde	el	paciente	en	alcanzarlo	puede	variar	entre	30	y	
90	 días,	 considerándose,	 además,	 este	 tiempo,	 un	 indicador	 importante	 de	 la	
progresión	de	la	enfermedad	(Huang	et	al.	2012;	Robb	et	al.	2016).		
	
A	partir	de	este	punto,	 los	individuos	infectados	entrarían	en	un	periodo	variable,	
aparentemente	 asintomático,	 durante	 el	 cual	 se	 lleva	 a	 cabo	 una	 continua	 lucha	
entre	 el	 virus	 y	 el	 sistema	 inmune,	 manteniendo	 a	 este	 en	 un	 continuo	 ciclo	 de	
activación	 y	 fallo,	 que	 terminará	 agotándolo	 y	 llevándolo	 a	 la	 etapa	 de	
inmunodeficiencia,	donde	los	niveles	de	linfocitos	T	CD4+	que	se	pierden,	no	logran	
ser	repuestos	(revisado	en	(Ford,	Puronen,	and	Sereti	2009)).	
	
Finalmente,	de	manera	natural,	en	ausencia	de	tratamiento,	los	niveles	de	linfocitos	
T	 CD4+	 irían	 decayendo	 en	 aproximadamente	 50	 u	 80	 células/μL	 cada	 año,	
acelerándose	 tras	 caer	 por	 debajo	 de	 las	 200	 células/μL,	 momento	 en	 el	 que	 el	
individuo	habría	entrado	en	la	 fase	SIDA,	con	una	severa	 inmunodeficiencia,	en	 la	
cual	 aparecerían	 las	 enfermedades	 características	 de	 dicha	 fase	 tardía,	 entre	 las	
cuales	 se	 encuentran	 infecciones	 oportunistas	 como	 pericarditis	 por	
Mycobacterium	 tuberculosis,	 VHS	 oral	 recurrente,	 infecciones	 gastrointestinales	
producidas	 por	 Candida	 esophagitis	 o	 Cryptosporidium,	 además	 de	 enfermedades	
oncológicas	 no	 infecciosas	 como	 el	 sarcoma	 de	 Kaposi	 o	 el	 Linfoma	 no-Hodgkin	
(revisado	en	(Waymack	and	Sundareshan	2020)).	
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1.6.2.	Definiciones	clínicas	del	control	de	la	enfermedad:	
	
El	análisis	de	la	progresión	de	la	enfermedad	mediante	las	diferencias	en	el	tiempo	
de	duración	de	la	fase	crónica	y	la	entrada	o	no	en	la	fase	tardía,	permite	definir	los	
diferentes	fenotipos	virales	clínicos	y	clasificar	a	los	pacientes	en	diferentes	grupos.			
	
No	 sería	 hasta	 principios	 de	 los	 90,	 que	 había	 transcurrido	 el	 tiempo	 suficiente,	
desde	 la	 descripción	 de	 los	 primeros	 infectados,	 clínicamente	 documentados,	 de	
VIH-1,	 para	 empezar	 a	 identificar	 perfiles	 de	 evolución	 de	 la	 enfermedad	 sin	
progresión	inmunológica,	prolongada	en	el	tiempo,	por	más	de	10	años.	Se	definiría	
entonces	estos	casos,	que	representaban	tan	solo	el	8%	del	total,	como	infecciones	
a	 largo	 plazo	 (en	 inglés,	 “long-term	 HIV-1	 infection”),	 que	 se	 caracterizaban	 por	
presentar	niveles	 estables	de	 linfocitos	T	CD4+	 y	un	perfil	 inmunológico	 y	 clínico	
sano,	 sin	 haber	 usado	 terapia	 antiretroviral.	 En	 general,	 estos	 pacientes,	 también	
presentaban,	 niveles	 elevados	 de	 linfocitos	 T	 CD8+	 citotóxicos	 (Buchbinder	 et	 al.	
1994).	
	
A	 partir	 de	 aquí,	 los	 subsiguientes	 años	 de	 estudio,	 de	 diferentes	 grupos	 de	
pacientes,	 que	 manifestaban	 perfiles	 variados	 de	 evolución	 clínica,	 con	 criterios	
para	identificarlos	y	describirlos	heterogéneos,	dieron	lugar	a	una	elevada	cantidad	
de	identificaciones	de	perfiles,	con	más	de	700	definiciones	diferentes,	de	también	
elevada	 heterogeneidad.	 Esto	 dificultaba	 enormemente	 el	 estudio	 de	 los	 factores	
biológicos	que	motivaban	dichos	perfiles	clínicos,	por	lo	que	resultaba	apremiante	
la	 armonización	 de	 dichas	 definiciones,	 en	 base	 a	 características	 comunes	 en	 el	
perfil	de	progresión	y	el	control	viral	(revisado	en	(Gurdasani	et	al.	2014)).	
	
Personalmente,	ante	la	notable	disparidad	en	la	terminología,	que	sigue	existiendo	
hoy	 en	 día,	 me	 parece	 acertado	 y	 adecuado	 seguir	 el	 criterio	 que	 proponen	 los	
autores	del	artículo	(Casado	et	al.	2010).	En	dicho	artículo,	se		evalúa	la	proporción	
en	la	que,	diferentes	factores	genéticos	del	hospedador	y	del	virus,	aparecen	entre	
los	diferentes	grupos	de	pacientes	patrones	determinados	de	progresión	clínica	y	
se	 establece	 una	 clasificación	 estandarizada	 de	 definiciones	 clínicas	 para	 estos	
grupos,	 de	 manera	 que	 se	 llega	 a	 3	 perfiles	 de	 progresión	 clínica	 y	 en	 total	 a	 5	
grupos	principales	de	pacientes:	
	
• LTNP	(en	inglés,	“Long	term	non-progressors”):	No	progresores	a	largo	plazo	o	

progresores	 lentos,	 serán	 aquellos	 individuos	 infectados	 que,	 sin	 terapia	
antirretroviral,	permanecerán	asintomáticos	por	un	periodo	superior	a	10	años,	
tras	 la	 seroconversión.	 Dentro	 de	 este	 perfil	 se	 subdividirían	 los	 siguientes	
grupos:	
	

o LTNP-EC	 (en	 inglés,	 “Elite	 controllers”):	 Los	 llamados	 controladores	de	
élite,	serán	aquellos	que	presenten	además	carga	viral	indetectable	(<50	
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copias/mL).	 Podrían	 presentar	 epidodios	 aislados,	 no	 consecutivos	 y	
minoritarios	de	viremia	<1000	copias/mL.	

o LTNP-VC	(en	inglés,	“Viremic	controllers”):	Los	controladores	virémicos,	
serán	 individuos,	 no	 progresores,	 que	 presenten	 carga	 viral	 de	 hasta	
2000	 copias/mL.	 Dicha	 viremia	 podría	 superarse,	 siempre	 que	 sea	 de	
manera	limitada	y	no	consecutiva,	en	un	número	minoritario	de	análisis.	

o LTNP-NC	 (en	 inglés,	 “Viremic	 non	 controllers”):	 Virémicos	 no	
controladores,	 serán	aquellos	pacientes,	no	progresores,	que	presenten	
una	carga	viral	>2000	copias/mL	en	más	del	50%	de	los	controles	que	se	
les	realizasen.	
	

• P	(en	inglés,	“Chronic	progressors”):	Progresores	crónicos	o	progresores	típicos,	
serán	los	pacientes	que	desarrollen	síntomas	tardíos	de	la	enfermedad	antes	del	
transcurso	 de	 10	 años,	 desde	 la	 seroconversión.	 También	 se	 incluirá	 en	 este	
grupo	a	los	pacientes	con	control	farmacológico	antirretroviral.	Estos	pacientes	
presentarían	un	valor	de	SPVL	>2000	copias/mL,	en	ausencia	de	terapia.	
	

• RP	(en	inglés,	“Rapid	progressors”):	Los	progresores	rápidos	serán	aquellos	que	
evolucionen	 a	 la	 fase	 tardía	 o	 fase	 SIDA	 de	 la	 enfermedad,	 en	 un	 periodo	
comprendido	dentro	de	los	3	años	tras	la	seroconversión,	presentando	contajes	
de	 linfocitos	T	CD4+	<350.	Se	 incluirán	en	este	grupo	 tanto	aquellos	pacientes	
que	 inicien	 la	 terapia,	 tras	 esta	 evolución	 rápida,	 como	aquellos	 que	 fallezcan	
por	SIDA	en	este	periodo	inicial	de	3	años.	

	
	
1.6.3.	Características	celulares	y	virales	asociadas	a	los	LTNP	
	
No	 es	 de	 extrañar	 que	 los	 pacientes	 LTNP,	 por	 su	 extraordinario	 control	 de	 la	
enfermedad	y	a	pesar	de	su	escasa	frecuencia,	hayan	despertado,	durante	años,	el	
interés	 de	 los	 investigadores,	 en	 el	 estudio	 de	 los	 caracteres	 que	 condicionarían	
estos	 perfiles	 clínicos	 de	 control,	 para	 un	mayor	 entendimiento	 de	 la	 interacción	
entre	el	virus	VIH-1	y	el	sistema	inmune	del	huésped.		
	
La	mayoría	de	investigaciones,	hasta	la	fecha,	se	han	centrado	en	factores	genéticos	
del	 hospedador.	Numerosos	 estudios	 han	descrito	 como,	 determinados	 alelos	 del	
HLA	de	clase	I,	se	asocian,	con	notable	frecuencia,	a	los	perfiles	de	progresión	lenta	
de	 la	 enfermedad	 siendo	 el	HLA-B27,	 uno	 de	 los	 alelos	 que	más	 frecuentemente	
aparece	en	este	tipo	de	perfiles,	pudiéndose	deducir,	un	efecto	protector	contra	el	
VIH-1	de	este	(Kaslow	et	al.	1996).	En	un	estudio	que	buscaba	posibles	vacunas	en	
1988,	 ya	 se	 había	 descrito	 que	 los	 linfocitos	 T	 citotóxicos	 (CTL)	 reconocían	 una	
secuencia	 de	 p24	 Gag,	 a	 través	 de	 HLA-B27	 (Nixon	 et	 al.	 1988).	 Sin	 embargo,	
posteriormente,	 se	 describió	 como	 el	 virus,	 mediante	 selección	 natural,	 acababa	
sobrepasando	esta	barrera	y	escapando	a	la	respuesta	CTL,	que	hubiese	inducido	la	



61 / 197

Este documento incorpora firma electrónica, y es copia auténtica de un documento electrónico archivado por la ULL según la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente dirección https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 3296050				Código de verificación: Ejn1Cgrf

Firmado por: Daniel Márquez Arce Fecha: 22/03/2021 14:17:05
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

Agustín Valenzuela Fernández 22/03/2021 16:24:51
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

María de las Maravillas Aguiar Aguilar 21/04/2021 15:56:46
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electrónica

Entrada
Nº registro:  2021/22338

Nº reg. oficina:  OF002/2021/22026
Fecha:  22/03/2021 16:46:09

Introducción	

	 45	

lenta	 progresión	 del	 virus.	 Mutaciones	 puntuales	 de	 aminoácidos,	 en	 la	 región	
denominada	 KK10	 de	 p24	 Gag,	 resultarán	 en	 una	 pobre	 capacidad	 de	 unión	 de	
HLA-B27	 a	 dicha	 región,	 desembocando	 en	 una	 pérdida	 del	 control	 de	 la	
enfermedad	(Kelleher	et	al.	2001;	Feeney	et	al.	2004).		
	
Asimismo,	los	alelos	HLA-B57	y	el	íntimamente	relacionado	HLA-B5801,	también	se	
han	encontrado	frecuentemente	relacionados	con	los	perfiles	de	progresión	lenta	y	
asociados	a	la	acción	de	los	CTL	sobre	p24	Gag.	(Kaslow	et	al.	1996;	Migueles	et	al.	
2000;	 Goulder	 et	 al.	 1996).	 Al	 igual	 que	 ocurre	 con	HLA-B27,	 el	 virus	 tratará	 de	
escapar	del	reconocimiento	de	HLA-B57	y	HLA-B5801,	mediante	mutaciones	en	el	
epítopo	 TW10	 (Gag240-249),	 pero	 curiosamente,	 en	 este	 caso,	 esas	 mutaciones	
llevarán	consigo	una	pérdida	de	la	capacidad	replicativa	del	virus,	que	conducirá	a	
un	control	de	la	enfermedad	prolongado	en	el	tiempo	(Martinez-Picado	et	al.	2006;	
Navis	 et	 al.	 2007).	A	 su	vez,	 un	estudio	 también	describió	 como	algunas	de	 estas	
mutaciones,	 no	 solo	 producirían	 un	 detrimento	 en	 la	 capacidad	 replicativa	 del	
virus,	 sino	 que,	 además,	 podrían	 implicar	 una	potente	 respuesta	 específica,	 hacia	
estas	 variantes,	 por	 parte	 de	 linfocitos	 T	 CD8+,	 aun	 por	 identificar	 (Miura	 et	 al.	
2009).		
	
Otro	factor	protector	que	se	ha	descrito,	relacionado	con	HLA,	es	la	homocigosidad	
del	alelo	que	presenta	el	epítopo	HLA-Bw4.	Dicho	motivo,	a	diferencia	 la	variante	
HLA-Bw6,	 funciona	 como	 ligando	 de	 los	 receptores	 tipo	 inmunoglobulina	 células	
NK	 (KIR)	 y	 parecía	 estar	 asociado	 al	 control	 de	 la	 enfermedad	 en	 la	 cohorte	 de	
individuos	 objeto	 del	 estudio	 (Flores-Villanueva	 et	 al.	 2001).	 Poco	 después,	 se	
describió	 que,	 la	 homocigosidad	 de	 HLA-Bw4	 solamente	 aparecía	 asociada	 a	
perfiles	 no	 progresores,	 cuando	 se	 daba	 también	 la	 presencia	 del	 alelo	KIR3DS1,	
que	 codifica	 un	 KIR	 activador	 de	 NK.	 Es	 decir,	 el	 efecto	 protector	 y	 asociado	 a	
perfiles	LTNP,	dependía	completamente	de	 la	epistasis	entre	KIR3DS1	 y	HLA-Bw4	
(Martin	et	al.	2002).		
	
Aunque	 el	 gen	 HLA-B	 ha	 sido	 el	 foco	 de	 atención	 primario	 en	 la	 búsqueda	 de	
factores	diferenciales	presentes	en	 los	 individuos	LTNP,	 se	han	asociado	 también	
algunas	 variantes	 presentes	 en	 otros	 genes	 de	 HLA	 con	 los	 estos	 perfiles	 de	
progresión.	 Se	 describió,	 en	 un	 estudio	 que	 analizaba	 la	 presencia	 de	 variantes	
alélicas	 de	 HLA,	 con	 ciertos	 polimorfismos	 de	 nucleótido	 único	 (SNP),	 en	 una	
cohorte	de	pacientes,	que	 las	variantes	HLA-C	rs9264942	 y	HCP5	(complejo	p5	del	
HLA)	 rs2395029	 se	 asociaban	 significativamente	 con	 una	 progresión	 tardía	 de	 la	
enfermedad	 y	 una	menor	 SPVL	 (van	Manen	 et	 al.	 2009).	Más	 aun,	 se	 ha	 descrito	
como	 el	 dimorfismo	 -35C	 del	 gen	HLA-C,	 se	 puede	 relacionar	 con	 una	 baja	 carga	
viral	 y	 un	mejor	 control	 al	 inicio	 de	 la	 infección,	 que	 podría	 extenderse	 a	 la	 fase	
crónica,	 permitiendo	 una	 progresión	más	 lenta,	 aunque	 parece	 que	 el	 efecto,	 en	
este	 caso,	 es	 más	 discreto	 que	 el	 descrito	 para	 las	 variantes,	 previamente	
explicadas,	de	HLA-B	(Thomas	et	al.	2009).	
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No	obstante,	se	han	identificado	variantes	alélicas	de	HLA	clase	I,	lejos	de	conferir	
protección	 contra	 el	 VIH-1,	 parecen	 asociarse	 especialmente	 a	 perfiles	 de	
progresión	 rápida	 de	 la	 enfermedad,	 como	 los	 alelos	 HLA-B35	 y	 HLA-Cw04	
(Carrington	 et	 al.	 1999).	 Asimismo,	 algunas	 variantes	 alélicas	 de	 HLA-DR13	
perteneciente	al	HLA	de	clase	II,	se	han	descrito	asociadas	a	perfiles	no	progresores	
(Chen	 et	 al.	 1997)	 y	 a	 un	 mejor	 pronóstico	 y	 respuesta	 bajo	 tratamiento	
antirretroviral	(Malhotra	et	al.	2001).	
	
Otro	importante	factor	del	hospedador,	relacionado	con	la	resistencia	a	la	infección	
y	 la	progresión	de	la	enfermedad,	que,	de	hecho,	es	uno	de	los	más	extensamente	
estudiados,	 es	 una	 deleción	 de	 32	 pares	 de	 bases	 en	 el	 gen	 del	 receptor	 de	
quimiocinas	 y	 correceptor	 del	 VIH-1,	 CCR5,	 conocida	 como	 CCR5-∆32.	 Esta	
condición	 se	 describió,	 por	 primera,	 en	 dos	 individuos	 que,	 pese	 a	 haberse	 visto	
expuestos	múltiples	ocasiones	al	virus	VIH-1,	no	se	habían	 infectado.	Se	encontró	
que	 estos	 individuos	 eran	 homocigotos	 para	 este	 defecto	 en	 el	 gen	CCR5,	 lo	 que	
producía	la	expresión	de	una	proteína	severamente	truncada	y	una	ausencia,	por	lo	
tanto,	 del	 receptor	 CCR5	 en	 la	 superficie	 de	 sus	 linfocitos	 T	 CD4+,	 pero	 que	 sin	
embargo,	 no	 parecía	 conllevar	 más	 deficiencias	 o	 manifestaciones	 para	 sus	
portadores.	Se	comprobó,	además,	que	los	linfocitos	T	CD4+	de	estos	individuos,	si	
bien	resistentes	in	vitro	a	virus	M-trópicos	(virus	R5-trópicos),	eran	susceptibles	a	
la	 infección	de	 los	virus	T-trópicos	(	virus	X4	 trópicos),	ya	que	esta	condición,	no	
afectaba	en	absoluto	al	correceptor	CXCR4	(Liu	et	al.	1996).		
	
En	efecto,	poco	después	de	este	artículo,	empezaron	a	identificarse	puntuales	casos	
de	pacientes	infectados	que	presentaban	la	homocigosis	de	CCR5-∆32,	por	lo	que,	si	
bien	esta	condición	genética	reducía	enormemente	la	posibilidad	de	infectarse,	no	
confería	 absoluta	 protección	 frente	 al	 virus.	 Estos	 individuos	 poseían	 virus	 que	
usaban	 exclusivamente	 el	 correceptor	 CXCR4	 y	 un	 fenotipo	 clínico	 que	 se	
caracterizaba	por	rápida	disminución	de	los	linfocitos	T	CD4+,	pero	no	presentaban	
altas	cargas	virales,	ni	progresión	rápida	de	la	enfermedad	(Sheppard	et	al.	2002).	
Hasta	 la	 fecha,	 la	 identificación	 de	 pacientes	 infectados	 por	 VIH-1,	 homocigotos	
para	esta	deleción,	ha	sido	muy	escasa,	con	solo	18	casos	descritos,	con	infecciones	
producidas	 por	 virus	 con	 tropismo	 por	 CXCR4	 o	 bien	 tropismo	 dual	 X4/R5	 y	 un	
único	 caso	 donde	 se	 identificó	 el	 inusual	 tropismo	por	 el	 correceptor	 alternativo	
CXCR6	(revisado	en	(Smoleń-Dzirba	et	al.	2017)).		
	
Por	 otro	 lado,	 si	 bien	 la	 presencia	 de	 un	 solo	 alelo	 con	 esta	mutación	 no	 parece	
disminuir	 la	 susceptibilidad	 a	 la	 infección	 (Liu,	 Kong,	 et	 al.	 2012),	 sí	 que	 se	 ha	
descrito	que	 los	pacientes	 infectados	heterocigotos	para	CCR5-∆32	presentan,	con	
significativa	frecuencia,	una	mayor	supervivencia	y	perfiles	de	LTNP	(Eugen-Olsen	
et	al.	1997;	Stewart	et	al.	1997;	Ruiz-Mateos	et	al.	2018)	
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No	 obstante,	 la	 presencia	 de	 este	 alelo	 parece	 estar	 bastante	 restringida	 a	
poblaciones	europeas,	decayendo	su	frecuencia	de	norte	a	sudeste	y	mostrándose	
prácticamente	ausente	en	poblaciones	indígenas	de	África,	Asia	y	América	del	Sur	
(Solloch	et	al.	2017;	Martinson	et	al.	1997).	
	
Es	de	notable	importancia	que,	el	conocimiento	sobre	la	protección	que	aporta	esta	
mutación,	ha	permitido	el	gran	hito	de	la	cura	de	dos	pacientes	infectados,	hasta	la	
fecha.	 Estos	 casos	 son	 conocidos	 como,	 “paciente	 de	 Berlín”,	 cuya	 comunicación	
mundial	data	de	2009	y	el	“paciente	de	Londres”,	que	se	comunicó	preliminarmente	
en	2019	y	se	confirmó	en	marzo	de	2020,	tras	30	meses	sin	reaparición	del	virus,	
tras	 abandonar	 la	 terapia	 antirretroviral.	 El	 enfoque	 fue	 similar	 en	 ambos	 casos,	
donde	 los	 pacientes	 presentaban	 leucemia	mieloide	 aguda	 y	 linfoma	de	Hodgkin,	
respectivamente,	 por	 lo	 que	 se	 les	 sometió	 a	 un	 trasplante	 alogénico	 de	
progenitores	 hematopoyéticos,	 donde	 el	 donante	 compatible,	 era	 además	
homocigoto	CCR5-∆32.	Se	mantuvo	 terapia	 antirretroviral	 antes	 y	 después	 de	 los	
trasplantes,	que	al	ser	retirada	meses	después	no	supuso	 la	reaparición	del	virus,	
pudiéndose	deducir	que	durante	el	trasplante	se	habían	eliminado	los	reservorios	
de	los	pacientes,	a	 la	vez	que	se	mantenía	indetectable	la	carga	viral.	Si	bien	en	el	
primer	 caso,	 el	 “paciente	 de	Berlín”	 era	 originariamente	 heterocigoto	 para	CCR5-
∆32,	 el	 “paciente	 de	 Londres”	 era	 homocigoto	 la	 forma	 “wild-type”	 de	CCR5.	Más	
aun,	el	procedimiento	al	que	se	sometió	el	paciente	de	Londres	fue	mucho	menos	
agresivo	 y	 tóxico	 que	 el	 de	 su	 predecesor	 (Hütter	 et	 al.	 2009;	 Gupta	 et	 al.	 2019;	
Gupta	et	al.	2020).	Por	desgracia	se	han	realizado	numerosos	intentos,	sin	éxito	de	
replicar	 estos	 resultados,	 ya	 sea	 por	 reaparición	 del	 virus	 tras	 la	 remisión	 de	 la	
terapia	 antirretroviral	 o	 rechazo	 del	 trasplante	 con	 resultados	 letales	 en	 algunos	
casos.	Es	evidente	que	la	complejidad	y	los	riesgos,	que	conlleva	esta	terapia,	hace	
inviable	 su	 aplicación	 sobre	 pacientes	 infectados,	 que	 no	 presenten	 este	 tipo	 de	
cánceres	 y	 aun,	 en	 ese	 caso,	 discutible	 su	 uso,	 dado	 su	 bajo	 porcentaje	 de	 éxito,	
hasta	que	no	se	diluciden	más	los	mecanismos	que	influyen	en	el	proceso	(revisado	
en	(Kuritzkes	2016)).	No	obstante,	cabe	mencionar	el	último	intento	prometedor	de	
curación	mediante	esta	estrategia,	el	caso	del	“paciente	de	Düsseldorf”,	que	si	bien	
aún	no	ha	sido	declarado	como	oficialmente	curado,	sus	resultados	hasta	 la	 fecha	
son	compatibles	con	dicha	curación,	tras	el	último	informe	del	mismo,	presentado	
en	el	CROI	(Conferencia	de	retrovirus	e	 infecciones	oportunistas)	de	2020,	donde	
se	anunció	la	ausencia	de	rebrotes	virales,	pasados	83	meses	del	trasplante	y	tras	
14	meses	de	interrupción	de	la	terapia	antirretroviral	(Bjoern-Erik	O.	Jensen	2020)		
	
Cabe	destacar,	que	si	bien,	en	un	inicio	se	pensó	que	la	homocigosidad	de	CCR5-Δ32	
no	 traía	 consigo	mayor	perjuicio,	 se	ha	descrito	 como	esta	 condición	 implica	una	
mayor	gravedad	y	mortalidad	en	caso	de	infección	por	el	Virus	del	Nilo	Occidental	
(WNV)	(Glass	et	al.	2006),	así	como,	parece	predisponer	a	una	mayor	fatalidad	en	
infecciones	 por	 el	 virus	 Influenza	 (Falcon	 et	 al.	 2015)	 y	 recientemente,	 se	 ha	
descrito	 una	 alta	 correlación	 positiva,	 de	 CCR5-Δ32,	 con	 la	 infección	 y	 muerte	
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causada	 por	 el	 Coronavirus	 de	 tipo	 2	 del	 Síndrome	 Respiratorio	 Agudo	 Severo	
(SARS-CoV-2)	(Panda,	Padhi,	and	Prusty	2020),	actualmente	pandémico	y	causante	
de	la	Enfermedad	por	el	Coronavirus	de	2019	(Zhu	et	al.	2020;	Wang	et	al.	2020).	
	
Asimismo,	 otras	 variantes	 de	 este	 receptor,	 se	 han	 identificado,	 con	 influencia	
sobre	 la	 infección	 por	 el	 VIH-1,	 como	 por	 ejemplo	 una	 deleción	 de	 24	 pares	 de	
bases	 bautizada	 como	 CCR5-∆24.	 Encontrada	 en	 cohortes	 africanas,	 solo	 se	 han	
encontrado	 individuos	 heterocigotos	 para	 este	 alelo	 y	 presenta	 especial	
prevalencia	 en	 grupos	 de	 pacientes	 no	 progresores	 e	 individuos	 altamente	
expuestos	no	infectados	(Arendt	et	al.	2019).	
	
No	 solo	 se	han	 relacionado	 factores	 genéticos	del	 hospedador	 con	 los	perfiles	 de	
progresión	 lenta,	 sino	 que	 se	 han	 descrito,	 también,	 aunque	 en	 mucha	 menor	
medida,	 modificaciones	 en	 genes	 virales,	 cuando	 se	 han	 estudiado	 los	 virus	
procedentes	 de	 cohortes	 de	 pacientes	 LTNP.	 En	 concreto,	 en	 1995	 se	 publicó	 un	
estudio	 que	 analizaba	 los	 virus	 procedentes	 de	 8	 pacientes	 de	 una	 cohorte	 de	
individuos	 infectados	 por	 transfusión	 de	 sangre,	 procedente,	 en	 este	 caso,	 de	 un	
mismo	 donante,	 conocida	 como	 la	 “cohorte	 del	 Banco	 de	 Sangre	 Sídney”.	 Estos	
pacientes	 habían	 controlado	 la	 enfermedad	 y	 presentaban	 contajes	 de	 linfocitos	
CD4+	 estables,	 por	más	 de	 10	 años.	 Se	 encontró	 que	 los	 virus	 de	 estos	 pacientes	
presentaban	similares	deleciones	en	el	gen	nef	y	en	 la	 región	de	solapamiento	de	
nef-LTR,	 sin	que	se	encontrasen	más	anomalías	en	dichos	genomas	virales,	por	 lo	
que	se	relacionaron	defectos	en	estas	regiones	con	perfiles	de	LTNP	(Deacon	et	al.	
1995).	 No	 obstante,	 4	 años	más	 tarde,	 se	 reportó	 que	 solo	 5	 de	 estos	 pacientes	
sobrevivían,	de	los	cuales,	solo	3	conservaban	niveles	estables	de	linfocitos	y	carga	
viral	indetectable	(Learmont	et	al.	1999).	Posteriormente,	se	describió	que	uno	de	
estos	 3	 pacientes	 controladores	 poseía	 además	 reconocidos	 factores	 protectores	
del	 hospedador	 como	 eran	 la	 heterocigosidad	 CCR5-∆32,	 y	 los	 alelos	HLA-B57	 y	
HLA-DR13.	Pese	a	que	ningún	 factor	similar	se	pudo	encontrar	en	 los	2	pacientes	
restantes,	 este	 artículo	 defendía	 la	 importancia	 de	 la	 combinación	 de	 factores	
genéticos	y	del	virus,	frente	a	características	protectoras	aisladas,	para	los	perfiles	
de	 control	 de	 la	 enfermedad	 (Zaunders,	 Dyer,	 and	 Churchill	 2011).	 Este	 mismo	
enfoque,	donde	el	perfil	de	pacientes	LTNP	estudiados,	se	asocia	a	una	combinación	
de	defectos	del	virus	y	 factores	protectores	del	hospedador,	ha	sido	defendido	en	
más	ocasiones	(Sandonís	et	al.	2009;	Casado	et	al.	2013).	
	
Se	han	identificado,	también,	deficiencias	del	gen	env	que	podrían	asociarse	al	perfil	
LTNP.	En	2006,	un	estudio	que	analizaba	el	genoma	completo	de	un	paciente	con	
características	 de	 LTNP-EC,	 por	 más	 de	 20	 años,	 descubrió	 que	 presentaba	
importantes	deleciones	en	el	gen	env,	que	abarcaban	todos	los	dominios	variables	
de	gp120	y	el	dominio	citoplasmático	de	gp41.	Dichas	alteraciones	de	env,	podrían	
explicar	 por	 si	 solas	 el	 perfil	 de	 controlador	 del	 paciente,	 pero	 curiosamente,	
también	 se	 encontraron	 importantes	 defectos	 que	 afectaban	 al	 gen	 nef.	 Los	
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investigadores	 explicaban	 el	 caso,	 de	 manera	 que,	 defectos	 que,	 inicialmente,	
presentarían	 los	 virus	 del	 paciente	 en	 nef,	 habían	 afectado	 a	 su	 capacidad	 de	
“down-regulation”	 sobre	MHC-I,	 permitiendo	 así	 la	 eliminación	 de	 virus	 con	 Env	
funcionales,	 lo	que,	progresivamente,	había	inducido	a	la	selección	de	virus	con	el	
gen	env	defectuoso	(Calugi	et	al.	2006).		
	
Posteriormente,	 otro	 grupo	de	 investigadores	 identificó	que,	 los	 genes	env	 de	 los	
virus	extraídos	de	una	cohorte	de	7	pacientes,	que	presentaban	características	de	
LTNP-EC	 (en	 el	 artículo	 utilizan	 el	 término	 ES	 (en	 inglés,	 “elite	 supressors”)),	
presentaba	 baja	 diversidad	 genética	 y	 que	 además	 las	 Env	 que	 codificaban,	
exhibían	una	menor	eficiencia	mediando	la	entrada	viral	y	en	el	uso	de	CD4	y	CCR5,	
con	respecto	a	controles	procedentes	de	pacientes	crónicos	(Lassen	et	al.	2009).		
	
Además,	 recientemente	se	ha	descrito	el	 caso	de	un	paciente	controlador	de	elite	
que	 presentaba	 una	 modificación	 inusual	 en	 env,	 la	 cual	 le	 confería	 un	 dominio	
variable	 V1	 extraordinariamente	 largo.	 En	 este	 caso,	 aunque	 el	 virus	 original	
parecía	 ser	 infectivo	 in	 vitro,	 la	 sustitución	 de	 este	 dominio	 V1	 en	 virus	 de	
laboratorio	 disminuía	 enormemente	 la	 infectividad	 de	 estos.	 Los	 investigadores	
describían	que,	esta	modificación	había	sido	seleccionada	en	el	paciente	debido	a	
que,	 este	 dominio	 V1,	 confería	 resistencia	 frente	 a	 anticuerpos	 altamente	
neutralizantes,	 pero	 que	 de	 alguna	 manera,	 aun	 por	 dilucidar,	 podría	 haber	
supuesto	la	atenuación	de	la	capacidad	infectiva	de	los	virus	del	paciente	(Silver	et	
al.	2019).		
	
Por	 último,	 cabe	 destacar	 que	 en	 contadas	 ocasiones,	 analizando	 el	 gen	 vif	 de	
pacientes	 LTNP,	 se	 han	 encontrado	 ciertas	 mutaciones	 que	 afectaban	 a	 su	
distribución	celular,	mediando	una	localización	nuclear,	en	lugar	de	citoplasmática,	
que	por	lo	tanto,	teóricamente,	impediría	su	interacción	con	APOBEC3G	y	haría	que	
dichos	 virus	 presentaran	 reducida	 capacidad	 replicativa	 e	 infectividad,	 en	
concordancia	 con	 el	 perfil	 de	 progresión	 de	 la	 enfermedad	 de	 dichos	 pacientes	
(Farrow	 et	 al.	 2005;	 Cruz	 et	 al.	 2013).	Más	 tarde,	 se	 identificaron	 también	 otros	
virus	que	presentaban,	directamente,	mutaciones	de	Vif	en	dominios	de	interacción	
con	APOBEC3G,	 en	 individuos	 infectados	por	vía	perinatal	 y,	 sin	progresión	de	 la	
enfermedad,	en	ausencia	de	tratamiento,	por	más	de	8	años	(De	Maio	et	al.	2012).	
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1.7.	 LA	 ENZIMA	 HDAC6:	 UN	 FACTOR	 DE	 RESTRICCIÓN	 DE	 CRECIENTE	
IMPORTANCIA:	
	
1.7.1.	Breve	introducción	a	los	factores	de	restricción:	
	
Las	 células	 infectadas	 por	 cualquier	 virus,	 expresarán	 diversas	 proteínas	 para	
tratar	 de	 contrarrestar	 al	 virus,	 como	 un	 mecanismo	 de	 defesa	 inicial	 de	 la	
inmunidad	intrínseca,	dichas	proteínas	son	conocidas	como	factores	de	restricción.	
En	el	caso	del	VIH-1,	 las	proteínas	accesorias	se	habían	investigado	extensamente	
durante	los	años	90	y	se	sabía	que	tenían	un	papel	fundamental	en	la	infectividad	
del	virus.	Con	la	identificación	de	los	factores	de	restricción	se	pudo	entender	que,	
una	función	muy	importante,	de	estas	proteínas	accesorias,	era	la	de	contrarrestar	
estos	factores	de	restricción,	razón	por	la	cual,	células	humanas	que	en	su	ausencia	
resultarían	no	permisivas	para	el	virus	VIH-1,	podían	infectarse	con	éxito	(revisado	
en	(Malim	and	Bieniasz	2012)).	Hasta	la	fecha,	los	factores	de	restricción	contra	el	
VIH-1	 mejor	 identificados	 en	 su	 mecanismo	 de	 acción	 y	 en	 la	 forma	 de	 ser	
contrarrestados	 por	 el	 virus	 son	 APOBEC3G,	 Teterina/BST-2,	 TRIM5α,	
SERINC3/SERINC5,	 los	 cuales	 son	 brevemente	 explicados	 previamente	 en	 esta	
tesis,	en	los	apartados	referidos	a	la	proteínas	del	virus	con	las	que	interaccionan	y	
que	 contrarrestan	 su	 función	 (Vif,	 Vpu,	 CA	 y	 Nef,	 respectivamente).	 Aunque	
continuamente	 se	postulan	proteínas	 celulares	 con	posible	 actividad	de	 factor	de	
restricción,	 para	 aceptarlas	 como	 tal,	 es	 necesario	 describir	 el	 mecanismo,	
mediante	 el	 cual,	 el	 VIH-1	 evade	 o	 contrarresta	 su	 acción	 antiviral	 (revisado	 en	
(Zotova	et	al.	2019)).	Sin	embargo,	como	ya	se	ha	explicado	en	el	desarrollo	de	esta	
introducción,	 recientemente,	 nuestro	 equipo	 de	 investigación	 describió	 el	 papel	
como	 la	 enzima	 HDAC6	 impedía	 la	 acción	 de	 Vif	 sobre	 APOBEC3	 (Valera	 et	 al.	
2015),	 así	 como	 también,	 el	mecanismo	 de	 contrarrestar	 esta	 acción	 antiviral	 de	
HDC6	 que	 usaba	 el	 virus,	 mediante	 la	 proteína	 accesoria	 Nef,	 que	 mediaba	 la	
degradación	endosomal-lisosomal	de	HDAC6,	permitiendo	así	 que	esta	 enzima	 se	
sumase	al	 importante	grupo	de	 los	 factores	de	restricción	(Marrero-Hernandez	et	
al.	2019).			
	
	
1.7.2.	La	enzima	HDAC6:	
	
La	enzima	Histona	Desacetilasa	6	o	HDAC6	fue	identificada,	en	un	primer	momento	
en	 ratones,	 cuando	 se	 buscaba	 en	 eucariotas	 superiores,	 genes	 homólogos	 a	
histonas	 desacetilasas	 de	 levaduras,	 dado	 que	 el	 dominio	 catalítico	 de	 las	 HDAC	
(Histona	Desacetilasas)	descubiertas	hasta	el	momento,	presentaba	homología	con	
una	 proteína	 de	 levaduras,	 llamada	 Rpd3	 (en	 inglés,	 “Reduced	 potassium	
dependency	3”)	(Taunton,	Hassig,	and	Schreiber	1996).	Sin	embargo,	en	este	nuevo	
estudio,	 se	 describían	 dos	 nuevas	 enzimas	 de	 ratón,	 entre	 las	 cuales	 estaba	 la	
denominada,	 en	 ese	 momento,	 mHDA2	 (“murine	 HDA2”),	 que	 mostraban	
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homología	 por	 HDA1,	 otra	 proteína	 con	 actividad	 histona	 desacetilasa	 de	 estos	
hongos	(Verdel	and	Khochbin	1999).	Meses	después,	se	publicaría	como,	siguiendo	
una	estrategia	similar	en	humanos,	se	identificarían	HDAC4,	HDAC5	y	HDAC6,	que	
se	 clasificarían,	 por	 entonces,	 como	 las	 enzimas	HDAC	de	 clase	 II.	HDAC6	era,	 en	
efecto,	el	homólogo	en	humanos	del	mHDA2,	descubierto	con	anterioridad.	En	este	
artículo	 también	 se	 describiría	 que	 esta	 enzima	 poseía	 dos	 dominios	 catalíticos	
desacetilasa,	cuya	actividad	era	independiente,	el	uno	del	otro	y	se	postulaba	que,	a	
pesar	 de	 que	 HDAC6	 podía	 manifestar	 una	 actividad	 tipo	 HDAC,	 in	 vitro,	
comparable	a	la	de	HDAC1,	la	interacción	con	las	histonas	podía	no	ser	su	función	
in	 vivo,	 actuando,	 probablemente,	 sobre	 otros	 sustratos	 (Grozinger,	 Hassig,	 and	
Schreiber	1999).	
	
Las	histonas	desacetilasas	desarrollarían	funciones,	principalmente,	de	modulación	
de	 la	 transcripción,	mediante	 su	 actividad	 catalítica	 desacetilasa,	 actuando	 sobre	
residuos	de	lisina	acetilados,	presentes	en	las	colas	de	las	histonas	y	ejerciendo	un	
efecto	 represor,	 en	 conjunción	 con	 las	 histonas	 acetilasas	 (HATs)	 que	 ejercerían	
una	 modulación	 de	 carácter	 activador.	 No	 obstante,	 las	 histonas	 no	 serían	 los	
únicos	sustratos	sobre	los	que	pueden	actuar	las	HDAC.	A	día	de	hoy	se	conocen	en	
total	11	histonas	desacetilasas	clásicas	en	mamíferos,	cuyo	dominio	catalítico	está	
altamente	 conservado	 y	 que	 se	 clasifican	 en	 clase	 I,	 clase	 IIa,	 clase	 IIb,	 clase	 IV	
(revisado	en	(Haberland,	Montgomery,	and	Olson	2009))	(Imagen	11).		
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Por	 otro	 lado,	 hay	 otras	 7,	 clasificadas	 como	 HDAC	 de	 clase	 III,	 aunque	 más	
conocidas	 como	 Sir2	 (en	 inglés,	 “silent	 information	 regulator	 2”)	 o	 sirtuinas.	 Las	
sirtuinas	dependen	de	la	interacción	de	NAD+	(nicotinamida	adenina	dinucleótido),	
con	su	dominio	catalítico,	para	su	función	(revisado	en	(Schwer	and	Verdin	2008)),	
a	diferencia	de	 las	HDAC	clásicas,	que	dependen	de	Zn,	para	su	actividad	(Huang,	
Barr,	and	Rudnick	2013).	
	
Las	HDAC	de	clase	 I,	 se	presentan	exclusivamente	en	el	núcleo,	 salvo	condiciones	
patológicas	(Kim	et	al.	2010),	o	tal	vez	se	localizan	en	mitocondrias,	puntualmente	
en	 ciertas	 etapas	 del	 desarrollo	 del	 sistema	 nervioso	 central	 (descrito	 en	 ranas	
Xenopus	 laevis	 (Guo	 et	 al.	 2015).	 Mientras	 tanto,	 las	 HDAC	 de	 clase	 II,	 aunque	
eminentemente	 nucleares,	 pueden	 encontrarse	 en	 el	 citoplasma,	 debido	 a	 que	
poseen	en	su	estructura	secuencias	de	localización	nuclear	NLS	(en	inglés,	“nuclear	
localization	signal”),	así	como	señales	de	exporte	nuclear	NES	(en	 inglés,	 “nuclear	
export	signal”),	así	como	diferentes	residuos	de	serina	fosforilables	con	capacidad	
de	unión	a	proteínas	tipo	14-3-3,	que	modularían	el	exporte	al	citoplasma	junto	con	
estos	dominios	(Wang	and	Yang	2001;	McKinsey,	Zhang,	and	Olson	2001).	
	
A	 pesar	 de	 que,	 en	 comparación	 con	 las	 HDAC	 de	 clase	 I,	 las	 HDAC	 de	 clase	 IIa	
poseen	 una	 muy	 escasa	 actividad	 catalítica	 de	 sus	 dominios	 desacetilasa,	 su	
funciones	 siguen	 comprendiendo	 la	 regulación	 de	 la	 transcripción,	 mediante	 la	
asociación	 con	 las	 enzimas	 de	 la	 clase	 I	 (Lahm	 et	 al.	 2007).	 No	 obstante,	 la	
localización	 preferentemente	 citoplasmática	 de	 HDAC6,	 una	 HDAC	 de	 clase	 IIb,	
condicionará	que	sea	la	que	más	se	aleja	en	características	y	funciones	del	resto	de	
estas	enzimas.	De	hecho,	como	ya	hemos	mencionado	previamente,	es	la	única	que	
posee	 dos	 dominios	 desacetilasa,	 los	 cuales	 son	 perfectamente	 activos	 contra	
histonas	 in	 vitro,	 mas	 in	 vivo,	 esta	 enzima	 no	 parece	 desempeñar	 esta	 actividad	
(Grozinger,	Hassig,	and	Schreiber	1999).		
	
La	localización	de	HDAC6	se	debe	a	que,	a	pesar	de	presentar	ciertas	secuencias	de	
exporte	 e	 importe	 nuclear,	 poseería	 una	 serie	 de	 secuencias	 repetidas,	 conocida	
como	 el	 dominio	 SE14,	 que	 retendrían	 a	 la	 proteína	 en	 el	 citoplasma	 y	 que	 son	
exclusivos	de	la	enzima	humana	(Bertos	et	al.	2004).	Además	de	esto,	se	ha	descrito	
que	 la	proteína	p300,	puede	acetilar	residuos	de	 lisina	de	HDAC6,	produciendo	el	
secuestro	de	esta	enzima	en	el	citoplasma,	al	impedir	su	interacción	con	la	proteína	
de	importe	nuclear	importina-α,	a	la	par	que	reduciría	su	capacidad	desacetiladora	
de	 tubulina	 y	 afectaría,	 por	 lo	 tanto,	 a	 la	 dinámica	 de	 citoesqueleto.	 Un	 hecho	
curioso	que	también	se	describe	en	este	artículo,	es	la	presencia	nuclear	de	HDAC6	

Imagen	11.	Clasificación	de	las	Histona	Desacetilasas	clásicas:	En	 la	figura	se	representa	el	porcentaje	
de	homología	de	 los	dominios	 catalíticos	desacetilasa,	 con	 respecto	a	 sus	homólogos	 en	 las	 levaduras	
Saccharomyces	 cerevisiae	 y	 Saccharomyces	 pombe,	 además	 de	 otros	 dominios	 relevantes	 para	 sus	
funciones.	Este	esquema	pertenece	al	trabajo	de	Yang	y	Seto	(Yang	and	Seto	2008).	
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en	líneas	celulares	de	leucemia	humana	K562	(Liu,	Peng,	et	al.	2012),	observación	
en	sintonía	con	 las	descripciones	recientes	de	HDAC6	como	regulador	de	 factores	
transcripcionales,	 como	 STAT5A	 (siglas	 en	 inglés	 para	 transductor	 de	 señales	 y	
activador	transcripcional	5A)	(Medler	et	al.	2016)	o	RUNX2	(factor	de	transcripción	
relacionado	con	Runt	 tipo	2)	(Manzotti	et	al.	2019),	en	determinados	cánceres,	 lo	
cual	sugiere	una	posible	localización	nuclear	de	HDAC6	en	condiciones	patológicas.	
	
Al	estar	en	el	citoplasma,	 la	actividad	desacetilasa	de	HDAC6	recae	especialmente	
sobre	 sustratos	 como	 la	 α-tubulina	 de	 los	 microtúbulos,	 lo	 cual	 implica	 una	
regulación	de	la	estabilidad	de	la	dinámica	los	mismos.	La	sobreexpresión	de	esta	
proteína	inducía	la	motilidad	asociada	a	microtúbulos,	por	desacetilación	global	de	
la	 α-tubulina,	mientras	 que	una	 inhibición	producía	 hiperacetilación	de	 la	misma	
(Hubbert	 et	 al.	 2002;	Matsuyama	 et	 al.	 2002).	 Poco	 después,	 se	 confirmaría	 este	
fenómeno	 y	 se	 describiría	 que	 la	 desacetilación	 ocurría	 sobre	 la	 Lys40	 de	 la	 α-
tubulina	y	que	el	mecanismo	era	mediado	por	 la	unión	con	β-tubulina,	 si	bien	no	
era,	esta,	sustrato	de	HDAC6	(Zhang,	Li,	et	al.	2003).		
	
Otro	sustrato	importante	para	la	motilidad	celular,	sobre	el	que	actúa	HDAC6,	sería	
la	 cortactina.	 HDAC6	 ejercerá	 su	 actividad	 desacetiladora	 sobre	 cortactina,	 de	
manera	que	permitirá,	a	esta	cortactina	desacetilada,	interaccionar	con	la	F-actina,	
promoviendo	su	polimerización	y	en	último	término,	 la	dinámica	de	citoesqueleto	
que	regula	el	movimiento	de	la	célula	(Zhang	et	al.	2007).		
	
La	actividad	desacetilasa	de	HDAC6	también	modula	 la	actividad	como	chaperona	
de	Hsp90	(“heat	shock	protein	90”),	 la	cual,	al	ser	desacetilada	por	HDAC6,	podrá	
inducir	 la	 maduración	 estructural	 de	 diversas	 proteínas,	 como	 el	 receptor	 de	
glucocorticoides	(Kovacs	et	al.	2005).			
	
Otra	 característica	 en	 HDAC6,	 que	 la	 diferencia	 del	 resto	 de	 las	 HDAC,	 es	 la	
presencia	del	dominio	BUZ.	Se	 identificó,	 en	un	principio,	 analizando	 regiones	no	
relacionadas	con	la	actividad	desacetilasa	de	la	enzima,	encontrándose	un	dominio	
situado	 en	 el	 extremo	 C-terminal,	 rico	 en	 cisteínas	 e	 histidinas,	 que	 presentaba	
homología	con	ubiquitín-proteasas	(UBPs).	En	el	contexto	de	la	enzima	HDAC6,	este	
dominio	 unía	 eficientemente	 ubiquitina	 y	 fue	 bautizado,	 en	 ese	 momento,	 como	
ZnF-UBP	 (“ubiquitin	 carboxyl-terminal	 hidrolase-like	 zinc	 finger”)	 (Seigneurin-
Berny	et	al.	2001).	Poco	después	se	publicó	un	 trabajo	que,	paralelamente	a	este,	
había	identificado	este	dominio	y	la	unión	de	HDC6,	mediante	el	mismo,	a	cadenas	
de	 poli-ubiquitina	 (Hook	 et	 al.	 2002).	 De	 manera	 controvertida,	 posteriormente,	
otro	 equipo	 describió	 como,	 la	 unión	 del	 dominio	 BUZ	 solo	 era	 posible	 con	 el	
extremo	C-terminal	de	residuos	de	libres	o	péptidos	de	ubiquitina,	pero	que	dicho	
dominio	no	reconocía	 los	 residuos	de	poli-ubiquitina,	que	 tuviesen	su	extremo	C-
terminal	conjugado	a	proteínas	(Pai	et	al.	2007).		
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En	 2003,	 un	 grupo	 de	 investigadores	 encontró	 el	 primer	 nexo	 que	 conectaba	
HDAC6	con	las	rutas	de	degradación	de	la	célula.	Se	describió	que,	HDAC6,	mediaba	
en	 la	 unión	 de	 agregados	 de	 proteínas	 mal	 plegadas	 y	 poliubiquitinadas,	 a	 los	
motores	de	dineína	de	 los	microtúbulos,	 para	 transportarlas	 así	 a	 los	 agresomas,	
para	 su	 procesamiento.	 De	 esta	 manera,	 se	 conectaba	 la	 capacidad	 de	 unión	 a	
ubiquitina,	 por	 medio	 de	 su	 dominio	 BUZ,	 con	 su	 acción	 desacetiladora	 de	
microtúbulos	y	 asociación	 con	p150glued,	 un	 componente	del	motor	de	dineína	de	
dichos	 microtúbulos.	 A	 su	 vez,	 se	 demostraba	 que,	 en	 ausencia	 de	 HDAC6,	 se	
producía	 una	 deficiencia	 en	 la	 formación	 de	 agresomas,	 por	 lo	 que	 esta	 enzima	
debía	ser	fundamental	para	el	proceso	(Kawaguchi	et	al.	2003).	
	
Dicha	 formación	 de	 agresomas,	 aparece	 como	 mecanismo	 alternativo	 al	
proteasoma,	para	evitar	la	toxicidad	por	acumulación	de	proteínas	aberrantes.	Por	
lo	general,	el	mecanismo	principal	de	la	célula	para	deshacerse	de	las	proteínas	mal	
plegadas,	 cuya	 acumulación	 resultaría	 potencialmente	 patológica,	 es	 la	 unión	
covalente,	a	estas,	de	cadenas	de	poli-ubiquitina,	como	señal	para	ser	degradadas	
por	la	ruta	proteasómica.	Sin	embargo,	cuando	la	capacidad	de	la	degradación	por	
proteasoma	 se	 ve	 excedida	 o	 comprometida,	 los	 agregados	 de	 proteínas	 poli-
ubiquitinadas,	 serán	 transportados	 al	 MTOC	 (siglas	 en	 inglés	 para	 centro	
organizador	 de	 microtúbulos)	 para	 formar	 los	 agresomas	 (Johnston,	 Ward,	 and	
Kopito	1998).	
	
Además,	 se	 ha	 descrito	 como,	 la	 formación	 de	 agresomas,	 puede	 ser	 también	
mediada	 por	 la	 proteína	 p62/SQSTM1	 (“sequestosome	 1”),	 reclutando	 sustratos	
poli-ubiquitinados	mediante	la	interacción	con	su	dominio	“asociado	a	ubiquitina”	
UBA	 (Seibenhener	 et	 al.	 2004).	 Más	 aun,	 el	 proceso	 fundamental	 que	 uniría	 la	
formación	 de	 agresomas	 con	 la	 degradación	 por	 autofagia,	 parece	 depender	
completamente	de	p62.	Se	describió	como	esta	proteína	aparecía	en	determinados	
cuerpos	de	inclusión,	constituidos	por	agregados	de	proteínas	poliubiquitinadas;	a	
la	 par	 que	 interaccionando	 con	 LC3	 (en	 inglés,	 “light	 chain	 3”),	 asociado	 a	 la	
membrana	de	los	autofagosomas.	Se	sugería,	entonces,	que	los	agregados	proteicos	
eran	 transportados	 a	 los	 autofagosomas,	 mediante	 la	 acción	 de	 p62,	 para	 su	
degradación	autofágica	(Bjørkøy	et	al.	2005);	postulado	confirmado	por	otro	grupo	
de	investigadores,	poco	después	(Pankiv	et	al.	2007).		
	
El	 paso	 final	 del	 proceso	 de	 la	 autofagia,	 también	 dependerá	 de	 la	 acción	
moduladora	del	citoesqueleto	de	HDAC6.	Si	bien,	previamente	mencionamos	que	la	
acción	 de	 HDAC6	 sobre	 cortactina,	 favorecía	 la	 motilidad	 celular,	 a	 su	 vez,	 esta	
misma	acción	de	HDAC6,	desacetilando	cortactina,	promueve	la	polimerización	de	
una	red	de	F-actina	que	mediará	la	fusión	de	autofagosomas	con	lisosomas.	(Lee	et	
al.	2010).		
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Es	importante	señalar	que,	estos	procesos	asociados	a	la	degradación	de	agregados	
proteicos,	 en	 los	 que	 participa	 tanto	HDAC6	 como	p62,	 pertenecen	 a	 la	 conocida	
como	autofagia	selectiva	o	autofagia	QC	(en	inglés,	“quality	control”).	Esta	autofagia	
selectiva	 no	 dependería	 de	 la	 escasez	 de	 nutrientes,	 sino	 de	 la	 presencia	 de	
proteínas	 u	 organelas	 dañadas,	 que	 podrían	 causar	 patologías,	 de	 no	 ser	
degradadas.	Por	otro	lado,	la	autofagia	basal,	dependiente	de	nutriente,	se	activa	en	
caso	 de	 detectarse	 escasez	 de	 estos	 y	 no	 discierne	 entre	 proteínas	 sanas	 o	
aberrantes.	 En	 este	 artículo	 se	 describe	 pues,	 como,	 la	 actividad	 de	 HDAC6	 no	
afecta	a	la	autofagia	basal	(Lee	et	al.	2010).		
	
Cabe	destacar	que,	 en	 investigaciones	más	 recientes,	 se	defiende	que	 la	unión	de	
HDAC6,	mediante	su	domino	BUZ,	a	los	agregados	proteicos,	no	estaría	ocurriendo	
por	medio	de	la	unión	de	este	a	cadenas	poliubiquitinadas,	sino,	exclusivamente,	a	
ubiquitinas	libres	presentes	en	los	agregados,	que	tuviesen	intactos	motivos	de	di-
glicina	C-terminales,	los	cuales,	se	explica	previamente,	se	habían	identificado	como	
sitios	de	unión	a	BUZ.	Además,	se	sugiere,	en	este	artículo,	que	la	presencia	de	estos	
residuos	 libres,	 dependería	 de	 la	 acción	 de-ubiquitinasa	 de	 la	 enzima	 ataxina-3	
(Ouyang	et	al.	2012).	
	
La	 enzima	 HDAC6	 también	 se	 ha	 descrito	 modulando	 la	 reorganización	 del	
citoesqueleto	 que	 ocurre	 durante	 la	 sinapsis	 inmunológica	 entre	 linfocitos	 T	 y	
células	 APC.	 Durante	 este	 proceso,	 se	 observaba	 una	 desacetilación	 inicial	 de	 los	
microtúbulos,	que	coincidía	con	una	localización	en	el	sitio	de	contacto	de	HDAC6.	
Además	 se	 comprobó	 como	 la	 sobreexpresión	 de	 HDAC6,	 inducía	 la	
desorganización	 de	 CD3,	 la	 translocación	 de	 MTOC	 y	 la	 producción	 de	 IL-2,	
mientras	que	un	inhibidor	de	su	actividad	desacetilasa,	revertía	el	efecto	(Serrador	
et	al.	2004).		
	
A	su	vez,	la	actividad	desacetilasa	de	esta	enzima	también	se	ha	relacionado	con	el	
fenómeno	de	la	entrada	viral	del	VIH-1.	Se	identificó	que,	la	unión	de	la	proteína	de	
la	 envuelta	 gp120	 con	 CD4	 inducía	 un	 aumento	 del	 nivel	 de	 acetilación	 de	 la	 α-
tubulina.	 La	 sobreexpresión	 de	 HDAC6,	 mediaba	 la	 desacetilación	 de	 esta	 α-
tubulina,	lo	cual	impedía	el	mecanismo	de	fusión	y	la	infección	viral,	mientras	que,	
el	 silenciamiento	 de	 la	 enzima,	 potenciaba	 notablemente	 la	 infección	 y	 la	 fusión	
entre	 células,	 formando	 sincitios	 (células	 gigantes	 polinucleadas)	 (Valenzuela-
Fernández	et	al.	2005).	
	
Otro	mecanismo	descrito,	mediante	el	cual	la	enzima	HDAC6	podría	afectar	al	VIH-
1,	 parece	 ser	 la	 transcripción	del	 genoma	viral,	 de	manera	que,	 en	 el	 citoplasma,	
HDAC6	 podría	 desacetilar	 a	 la	 proteína	 reguladora	 Tat,	 impidiendo	 su	 posterior	
interacción	 con	 ciclina	 T1	 y	 suprimiendo	 así	 la	 trans-activación	 del	 promotor	 de	
VIH-1	(Huo	et	al.	2011).		
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Si	tenemos	en	cuenta	además,	la	ya	mencionada,	reciente	incorporación	de	HDAC6,	
al	grupo	de	los	factores	de	restricción	contra	el	VIH-1,	al	encontrar	un	mecanismo	
contra	el	que	actúa	(degradación	de	A3G	mediada	por	Vif)	(Valera	et	al.	2015)	y	una	
proteína	accesoria,	que	contrarresta	su	acción	antiviral	(Nef)	(Marrero-Hernandez	
et	 al.	 2019),	 se	 hace	 evidente	 la	 importancia	 del	 estudio	 de	 esta	 enzima	 en	más	
procesos	moleculares	 asociados	 al	 virus,	 tal	 y	 como	 parte	 del	 desarrollo	 de	 esta	
tesis	ha	tratado	de	abordar.			
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Nuestra	 primera	 hipótesis	 se	 basaba	 en	 que,	 para	 una	 eficiente	 entrada	 viral	 del	
virus	VIH-1	en	la	célula,	es	necesario	que	las	glicoproteínas	de	la	Env	de	este	virus,	
mediante	 el	 contacto	 con	 sus	 receptores	 en	 los	 linfocitos	 T	 CD4+,	 desencadenen	
determinadas	modificaciones	del	citoesqueleto	de	la	célula,	de	manera	que,	por	un	
lado,	 mediante	 la	 reorganización	 de	 la	 F-actina,	 se	 polaricen	 los	 receptores	 y	
correptores,	hacia	 la	región	de	contacto	con	el	virus	y,	además	de	este	 fenómeno,	
concido	 como	 “capping”	 (Jiménez-Baranda	 et	 al.	 2007;	Barrero-Villar	 et	 al.	 2009;	
García-Expósito	 et	 al.	 2013),	 es	 necesario	 que	 la	 Env,	 en	 su	 contacto	 con	 CD4,	
promueva	 la	 acetilación	 del	 córtex	 de	 microtúbulos,	 fenómeno	 sobre	 el	 cual,	 la	
enzima	 HDAC6	 ofrece	 oposición	 mediante	 su	 actividad	 desacetiladora	 de	 α-
tubulina	 (Valenzuela-Fernández	 et	 al.	 2005).	 En	 este	 sentido	 y,	 partiendo	 de	 que	
nuestros	colaboradores	de	la	Unidad	de	Virología	Molecular,	del	Centro	Nacional	de	
Microbiología	 (CNM,	 ISCiii),	 habían	 identificado	un	 clúster	de	pacientes	LTNP-EC,	
cuyas	secuencias	de	 la	Env	presentaban	muy	escasa	variabilidad	entre	sí,	además	
de	 demostrar	 una	 escasa	 actividad	 replicativa	 (Casado	 et	 al.	 2013),	 queríamos	
comprobar	 si	 era	 posible	 que	 las	 Env	 de	 dichos	 pacientes	 fueran	 el	 factor	
determinante	 que	 condicionaba	 su	 particular	 perfil	 clínico	 de	 control	 de	 la	
enfermedad,	 analizando	 la	 capacidad	 funcional	 de	 estas	 Env	 en	 el	 proceso	 de	
señalización	en	entrada	viral	sobre	sus	receptores.	
	
Por	 otro	 lado,	 trabajos	 previos	 de	 nuestro	 laboratorio	 habían	 identificado	 una	
influencia	 negativa	 de	 la	 enzima	 HDAC6	 sobre	 la	 estabilidad	 de	 la	 poliproteína	
Pr55-Gag,	mediante	algún	mecanismo	que	implicaba	la	ruta	autofágica	(de	Armas-
Rillo	2017),	pero	era	necesario	dilucidar	si	había	una	interacción	directa	o	indirecta	
entre	 estas	 proteínas	 y	 que	 regiones	 de	 las	mismas	 estaban	 implicadas	 en	 dicha	
interacción,	en	tal	caso.	Dada	la	relación	de	HDAC6	con	el	transporte	de	proteínas	
ubiquitinadas	mediante	su	dominio	BUZ	y	su	implicación	en	las	rutas	degradativas	
de	formación	del	agresoma	y	la	autofagia	(Kawaguchi	et	al.	2003;	Lee	et	al.	2010),	
parecía,	 este	 dominio	 BUZ,	 un	 candidato	 excelente	 para	 ser	 la	 región	 por	 la	 cual	
podría	 interaccionar,	 si	 era	 el	 caso,	 la	 enzima	 HDAC6	 con	 Pr55-Gag,	 más	 aun	
teniendo	en	cuenta	la	ubiquitinación	de	dicha	poliproteína	en	determinadas	lisinas	
de	su	región	C-terminal,	que	se	ha	descrito	en	la	literatura	científica	(Gottwein	and	
Kräusslich	2005).	
	
o Teniendo	 en	 cuenta	 estas	 premisas,	 este	 trabajo	 partiría	 de	 dos	 hipótesis	
referentes	a	distintos	eventos	del	ciclo	viral	del	VIH-1:	la	entrada	viral	y	el	proceso	
de	producción	de	viriones:	
	

1. Env	 de	 pacientes	 LTNP-EC	 poseen	 escasa	 capacidad	 señalizadora	 para	
promover	 la	reorganización	del	citoesqueleto	de	actina	hacia	un	polo	de	 la	
célula	(fenómeno	del	“capping”)	y,	la	acetilación	de	la	α-tubulina,	superando	
la	 barrera	 impuesta	 por	 HDAC6,	 ambos	 mecanismos	 esenciales	 para	 una	
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eficiente	entrada	viral.	Esta	deficiencia	se	correspondería	con	el	perfil	LTNP-
EC	de	los	pacientes	de	los	que	proceden	estas	Env.	
	

2. HDAC6	 promueve	 la	 degradación	 de	 Pr55-Gag	 debido	 a	 su	 capacidad	 de	
unirse	 a	 residuos	 ubiquitinables	 de	 esta	 poliproteína,	 por	 medio	 de	 su	
dominio	BUZ.	

	
o Para	 validar	 o	 desmentir	 dichas	 hipótesis,	 se	 plantearon	 dos	 objetivos	
generales	 que	 habrían	 de	 cumplirse	 desarrollando	 sus	 respectivos	 hitos	
particulares:	
	
1. Evaluar	si	la	capacidad	de	las	Env	de	virus	primarios,	de	señalizar	a	través	

de	 CD4,	 para	 vencer	 la	 barrera	 del	 HDAC6	 endógeno,	 estabilizando	 el	
córtex	 de	 microtúbulos	 acetilados,	 así	 como	 promoviendo	 la	
reorganización	de	 la	F-actina,	puede	determinar	su	capacidad	infectiva	y	
con	ello	la	evolución	de	la	infección	en	los	pacientes	y	el	perfil	clínico	de	
los	mismos	como	controladores	o	no	de	la	infección.	
	

-	 Analizar	 la	 capacidad	 infectiva	 de	 las	 Env	 del	 clúster	 LTNP-EC	 estudiado,	
frente	a	la	que	presentan	Env	de	pacientes	progresores	crónicos.	

	
-	Evaluar	la	capacidad	de	señalización	de	las	Env	del	clúster	LTNP-EC	estudiado,	
para	 promover	 la	 estabilización	 de	 la	 α-tubulina	 acetilada,	 así	 como	 la	
formación	 del	 fenómeno	 del	 “capping”,	 frente	 a	 la	 capacidad	 señalizadora	 de	
Env	de	pacientes	crónicos.	
	
-	Analizar	la	importancia	de	la	secuencia	conservada	de	las	Env	de	este	clúster	
para	 su	 capacidad	 infectiva,	 a	 través	 de	 la	 comparación	 con	 la	 Env	 de	 una	
paciente	que	presenta	mutaciones	a	partir	de	la	dicha	secuencia.	
	

2. Determinar	 la	 importancia	 del	 dominio	 BUZ	 (ZnF-UBP)	 en	 la	 actividad	
degradativa	de	HDAC6	 sobre	Pr55-Gag-VIH-1	 y,	 evaluación	de	 la	 posible	
interacción	 directa	 o	 indirecta	 de	 Pr55-Gag-VIH-1	 con	 HDAC6,	 para	
caracterizar	a	HDAC6	como	un	 factor	de	restricción	per	se	con	actividad	
antirreplicativa	frente	al	VIH-1.	

	
-	Dilucidar	la	importancia	del	dominio	BUZ	en	la	influencia	negativa	observada	
de	HDAC6	sobre	la	estabilidad	de	la	poliproteína	Pr55-Gag.	
	
-	 Identificar	 si	 se	 produce	una	 interacción	directa	 o	 indirecta	 entre	 la	 enzima	
HDAC6	y	Pr55-Gag	y,	en	tal	caso,	qué	importancia	tendría	el	dominio	BUZ	para	
dicha	interacción.	
	
-	Analizar	que	regiones	de	Pr55-Gag	pueden	influir	en	el	fenómeno	degradativo	
que	promueve	HDAC6	sobre	dicha	poliproteína	viral.	
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3.1.	ANTICUERPOS:	
	
El	 siguiente	 listado	 recoge	 los	 anticuerpos	 empleados	 durante	 el	 trabajo	 de	 esta	
tesis	doctoral.	
	

Nombre	
(Nº	de	catálogo)	

Casa	
comercial	

Técnica	donde	se	
empleó	

Información	y	
observaciones	

Anti-HDAC6	(H-300)		
(sc-11420)	

Santa	Cruz	
Biotecnology	

Inc	

-	Western	blot	 -	Policlonal		
-	Producido	en	conejo	
-	Actualmente	
descontinuado	

Anti-p62/SQSTM1	(D-
3)	

(sc-28359)	

Santa	Cruz	
Biotecnology	

Inc	

-	Western	blot	 -	Monoclonal	
-	Producido	en	ratón	

Anti-HIV1	p55	+	p24	+	
p17	

(ab63917)	

Abcam	 -	Western	blot	 -	Policlonal		
-	Producido	en	conejo	

Anti-α-tubulin	B-5-1-2	
(T6074)	

Sigma-
Aldrich	

-	Western	blot	 -	Monoclonal	
-	Producido	en	ratón	

Anti-Acetylated	
Tubulin	6-11B-1	

(T7451)	

Sigma-
Aldrich	

-	Western	blot	
-	Inmunofluorescencia	

-	Monoclonal	
-	Producido	en	ratón	

ANTI-FLAG®	M2	
(F1804)	

Sigma-
Aldrich	

-	Western	blot	 -	Monoclonal		
-	Producido	en	ratón	

Goat	Anti-Mouse	
Immunoglobulins/HRP	

(P0447)	

Dako	 -	Western	blot	 -	Anticuerpo	secundario	
-	Policlonal	anti	ratón	
-	Producido	en	cabra	
-	Conjugado	con	
peroxidasa	de	rábano	
(HRP)	

Goat	Anti-Rabbit	
Immunoglobulins/HRP	

(P0448)	

Dako	 -	Western	blot	 -	Anticuerpo	secundario	
-	Policlonal	anti	conejo	
-	Producido	en	cabra	
-	Conjugado	con	
peroxidasa	de	rábano	
(HRP)	

HA-probe	(F-7)	
(sc-7392)	

Santa	Cruz	
Biotecnology	

Inc	

-	Coinmunoprecipitación	 -	Monoclonal	
-	Producido	en	ratón	
-	Arrastre	selectivo	de	
proteínas	marcadas	con	
el	epítopo	HA	

GFP	(FL)	
(sc-8334)	

Santa	Cruz	
Biotecnology	

Inc	

-	Coinmunoprecipitación	 -	Policlonal		
-	Producido	en	conejo	
-	Arrastre	selectivo	de	
proteínas	marcadas	con	
la	proteína	verde	
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fluorescente	GFP	
-	Actualmente	
descontinuado	

Goat	anti-Rabbit	IgG	
(H+L)	Cross-Adsorbed	
Secondary	Antibody,	
Alexa	Fluor	488	

(A-11008)	

Invitrogen	
(Thermo	
Fisher)	

-Inmunofluorescencia	 -	Anticuerpo	secundario	
-	Policlonal	anti	conejo	
-	Producido	en	cabra	
-	Conjugado	con	Alexa	
FluorTM	488	

CD4	Monoclonal	
Antibody	(RPA-T4)	

(16-0049-85)	

eBioscience	 -Ensayos	de	infección	
viral	

-	Anticuerpo	monoclonal	
neutralizante	del	
receptor	CD4	
-	Añadido	para	
establecer	control	
negativo	de	entrada	viral	
dependiente	de	CD4	

	
	
3.2.	REACTIVOS	Y	KITS	COMERCIALES:	
	
El	 siguiente	 listado	 recoge	 los	 reactivos	 y	 kits	 comerciales	 empleados	 en	 este	
trabajo.	
	

Casa	comercial	 Aplicación	en	este	trabajo	
REACTIVOS	

-	PEI25K		
(nº	de	catálogo	23966)	
PolyScience	Inc	 Polietilenimina	 de	 25	 kDa	 de	 masa	 molecular	

promedio,	 que	 actúa	 como	 transportador	
catiónico	 no	 lipídico,	 empleada	 como	 agente	
transfectante.	

-	X-tremeGENE™	HP	DNA	Transfection	Reagent		
(nº	de	catálogo	06	366	546	001	)	
Roche	 Agente	 transfectante	 de	 alto	 rendimiento,	

empleado	 para	 la	 producción	 de	 partículas	
virales	 para	 ensayos	 de	 infección	 y	 señalización	
en	entrada	viral.	

-	cOmplete™	Protease	Inhibitor	Cocktail		
(nº	de	catálogo	11697498001)	
Roche	 Tabletas	 compuestas	 de	 una	 mezcla	 de	

inhibidores	 de	 proteasas,	 empleadas	 como	
aditivo	 en	 el	 tampón	de	 lisis,	 para	 la	 protección	
de	las	proteínas	que	queremos	analizar.	

-	RNAse	A	enzyme	(100	mg)	
(nº	de	catálogo	10109169001)	
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Roche	 Enzima	 empleada	 en	 los	 experimentos	 de	
coinmunoprecipitación	 por	 su	 actividad	
catalítica	 degradando	 el	 ARN,	 para	 poder	
descartar	la	aparición	de	interacciones	indirectas	
entre	 las	 proteínas	 debido	 a	 dichos	 ácidos	
nucleicos.	

-	3-Methyladenine	(3-MA)	
(nº	de	catálogo	M9281-100MG)	

Sigma-Aldrich	 La	 3-metiladenina	 es	 empleada	 como	 inhibidor	
de	la	ruta	autofágica,	bloqueando	la	formación	de	
los	 autofagosomas,	 debido	 a	 su	 acción	 como	
inhibidor	de	la	fosfatidilinositol	3-quinasa	(PI3K)	
de	clase	III.	

-	FluoroshieldTM	with	DAPI	
(nº	de	catálogo	F6057)	
Sigma-Aldrich	 Medio	 de	 montaje	 acuoso	 que	 contiene	 DAPI,	

para	 la	 visualización	 del	 núcleo	 mediante	
técnicas	de	microscopía	fluorescente.	

-	Phenylmethylsulfonyl	fluoride	(PMSF)		
(nº	de	catálogo	10837091001)	

Sigma-Aldrich	 Inhibidor	 de	 proteasas,	 empleado	 como	
componente	adicional	del	tampón	de	lisis	de	los	
experimentos	 de	 coinmunoprecipitación,	 para	
mayor	conservación	de	proteínas	en	los	lisados.	

-	Polybrene®	
(nº	de	catálogo	sc-134220)	
Santa	Cruz	Biotecnology	Inc	 Polímero	 catiónico	 empleado	 en	 nuestros	

ensayos	 de	 entrada	 viral	 para	 incrementar	 la	
eficiencia	 de	 infección	 por	 retrovirus	 de	 líneas	
celulares,	 por	 su	 capacidad	 para	 neutralizar	 las	
cargas	de	superficie	entre	las	partículas	virales	y	
las	células.	

-	Alexa	Fluor™	633	Phalloidin	
(nº	de	catálogo	A22284)	
Invitrogen	(Thermo	Fischer)	 Sonda	 fluorescente	 conjugada	 con	 la	 tinción	

Alexa	Fluor®	633	y,	derivada	de	la	faloidina,	una	
micotoxina	 proveniente	 del	 hongo	 Amanita	
phalloides,	 que	 se	 une	 con	 alta	 afinidad	 a	 la	 F-
actina,	 por	 lo	 que	 se	 empleó	 para	 el	 marcaje	
selectivo	 de	 esta	 proteína	 en	 ensayos	 de	
inmunofluorescencia	

-	Precision	Plus	Protein™	All	Blue	Prestained	Protein	Standards	
(nº	de	catálogo	1610373)	
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BIO-RAD	 Estándar	 proteico	 que	 contiene	 una	 mezcla	
definida	 de	 10	 proteínas	 de	 diverso	 peso	
molecular	 (10-250	 kDa),	 teñidas	 de	 azul,	
empleado	como	marcador	de	peso	molecular	en	
la	electroforesis	de	la	técnica	del	western	blot.	

KITS	COMERCIALES	
-	BCA	Protein	Assay	Kit	
(nº	de	catálogo	71285-3)	
Novagen®	(Millipore)	 Kit	 para	 la	 realización	 del	 método	 del	 ácido	

bicinconínico,	 empleado	 para	 cuantificar	
proteínas	en	los	lisados	celulares.	

-	PureProteome™		Protein	G	Magnetic	Beads.	
(nº	de	catálogo	LSKMAGG10)	
Millipore	 Solución	 con	 bolas	 magnéticas	 recubiertas	 de	

proteína	 G,	 para	 la	 realización	 de	 ensayos	 de	
coinmunoprecipitación.	

-	Lenti-X™	p24	Rapid	Titer	Kit		
(nº	de	catálogo	632200)	

Clontech	(Takara	Bio)	 Test	de	 titulación	de	 la	proteína	 cápside	p24	de	
VIH-1	 en	 sobrenadantes,	 mediante	 el	 método	
ELISA,	 empleado	 para	 la	 cuantificación	 de	 la	
producción	 de	 partículas	 virales	 en	 nuestros	
experimentos.	

-	Innotest	HIV	antigen	MAb	
	(nº	de	catálogo	80563)	

Fujirebio	Europe	 Test	 p24-ELISA	 de	 alta	 sensibilidad,	 empleado	
para	 la	 titulación	 de	 la	 producción	 viral	 en	
nuestros	experimentos,	de	cara	a	 los	ensayos	de	
infección	y	señalización	en	entrada	viral.		

-	Steady-Glo®	Luciferase	Assay	System	
(nº	de	catálogo	E2510)	

Promega	Corporation	 Test	 de	 cuantificación	 de	 la	 expresión	 del	 gen	
reportero	de	la	enzima	luciferasa,	empleado	para	
la	 cuantificación	 de	 la	 entrada	 viral,	 usando	
partículas	 virales	 generadas	 a	 partir	 del	 vector	
pNL4-3.Luc.R-E-,	que	tiene	insertado	dicho	gen.	

-	Clarity™	Western	ECL	Substrate	
(nº	de	catálogo	1705060S)	

BIO-RAD	 Kit	 revelador	 con	 soluciones	 de	 peróxido	 y	 de	
luminol,	 empleado	 en	 ensayos	 bioquímicos	 por	
western	 blot	 para	 el	 revelado	 de	 anticuerpos	
secundarios	 conjugados	 con	 peroxidasa	 de	
rábano	(HRP),	por	quimioluminiscencia.	
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REACTIVOS	DE	CULTIVOS	CELULARES	
-	DMEM	High	Glucose	w/	L-Glutamine	w/	Sodium	Pyruvate	
(nº	de	catálogo	L0104)	
Biowest	 Medio	 de	 cultivo	 empleado	 en	 la	 línea	 celular	

HEK-293T.	

-	Fetal	Bovine	Serum	(FBS)	
(nº	de	catálogo	S1400)	

Biowest	 Empleado	 para	 suplementar	 el	 medio	 DMEM	
para	el	cultivo	de	la	línea	celular	HEK-293T.	

-	Recombinant	Trypsin	EDTA	1X	in	PBS	
(nº	de	catálogo	L0941)	
Biowest	 Empleado	 para	 levantar	 líneas	 celulares	

adherentes	 HEK-293T,	 por	 su	 actividad	
hidrolítica	sobre	enlaces	peptídicos.	

-	Penicillin	–	Streptomycin	
(nº	de	catálogo	L0018)	

Biowest	 Empleado	 como	 suplemento	 en	 los	 medios	 de	
cultivo	 celular,	 para	 evitar	 contaminación	
bacteriana.	

-	RPMI	Medium	1640	(1X)	+	GlutaMAXTM	
(nº	de	catálogo	61870-036)	
Gibco®	(Thermo	Fisher)	 Medio	 de	 cultivo	 empleado	 en	 la	 línea	 celular	

CEM.NKR-CCR5.	

Fetal	bovine	serum	(FBS)	heat-inactivated.	
(nº	de	catálogo	16140-071)	

Gibco®	(Thermo	Fisher)	 Empleado	para	suplementar	el	medio	RPMI	1640	
para	el	cultivo	de	la	línea	celular	CEM.NKR-CCR5.	

MycoZapTM	Prophylactic	(10	x	1mL)		
(nº	de	catálogo	VZA-2031)	

Lonza	Bioscience	 Antibiótico	 empleado	 como	 profilaxis	 contra	 la	
contaminación	 por	 micoplasmas	 de	 los	 cultivos	
celulares.	

	
	
3.3.	SOLUCIONES	DE	TRABAJO:	
	
A	continuación	se	desarrolla	un	 listado	de	 las	soluciones	empleadas	describiendo	
su	composición	y	la	técnica	experimental	en	la	que	se	emplearon.	
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Composición	 Aplicación	
Solución	tampón	PBS	(Phosphate-Buffered	Saline)	1X	

-	NaCl	137	mM	
-	KCl	2,7	mM	
-	Na2HPO4·2H2O	10	mM	
-	KH2PO4	2	mM	
pH	7,4	

Solución	 habitual	 de	 lavado	 de	 las	
células.	

Solución	filtrada	de	NaCl	para	transfecciones	

-	NaCl	150	mM	
Filtrada	con	filtro	de	0,22	µm	

Solución	 para	 resuspender	 el	 agente	
transfectante	PEI25K.	

Solución	tampón	de	lisis	
-	NaCl	150	mM	
-	Tris-HCl	50	mM	(pH	7,5)	
-	Tritón	1%	
-	Deoxycolato	sódico	0,5%		
-	Inhibidor	de	proteasas	cOmplete™	(Roche)	1X	

Solución	para	 lisar	 las	 células	 que	 van	 a	
ser	sometidas	a	análisis	bioquímicos	por	
western	blot.	

Solución	tampón	de	lisis	para	ensayos	de	coinmunoprecipitación	

-	NaCl	150	mM	
-	TrisHCl	50	mM	(pH	7,5)	
-	Tritón	1%	
-	Deoxycolato	sódico	0,5%		
-	Inhibidor	de	proteasas	cOmplete™	(Roche)	1X	
-	Inhibidor	de	proteasas	PMSF	1	mM.	

Solución	 para	 lisar	 las	 células	 de	 los	
experimentos	de	coinmunoprecipitación.	

Solución	tampón	de	lavado	para	ensayos	de	coinmunoprecipitación	
-	Tween-20	0,1%	(v/v)	
En	solución	tampón	PBS	1X	

Solución	 de	 lavado	 de	 las	 bolas	
magnéticas	 entre	 incubaciones,	 en	
ensayos	de	coinmunoprecipitación.		

Tampón	LAEMMLI	(4X)	

-	Tris-HCl	250	mM	(pH	6,8)	
-	SDS	8%	(p/v)	
-	Glicerol	40%	(v/v)	
-	β-mercaptoetanol	20%	(v/v)	
-	Azul	de	bromofenol	0,04%	(p/v)	
-	Completar	volumen	en	H2O	miliQ	

Tampón	 de	 carga	 para	 realizar	
electroforesis	de	 los	 lisados	 celulares	en	
los	análisis	bioquímicos	por	western	blot.	

Lower	Tris		

-	Tris-HCl	0,5	M	(pH	8,8)	
-	SDS	0,4%	(p/v)		

Solución	 para	 elaborar	 la	 región	 de	
separación	 (Running)	 de	 los	 geles	 de	
electroforesis	 empleados	 en	 los	 análisis	
bioquímicos	por	western	blot.	

Upper	Tris	
-	Tris-HCl	1,5	M	(pH	6,8)	
-	SDS	0,4%	(p/v)	

Solución	 para	 preparar	 la	 región	 de	
compactación	 (Stacking)	 de	 los	 geles	 de	
electroforesis	 empleados	 en	 los	 análisis	
bioquímicos	por	western	blot.	
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Región	de	separación	RUNNING	12%	

Para	cada	gel	a	preparar:	
-	Acrilamida/Bisacrilamida	30%	3,2	mL	
-	Lower	Tris	2	mL	
-	TEMED	(tetrametiletilendiamina)	10	µL	
-	Solución	10%	APS	(Persulfato	amónico)	64	µL	
-	H2O	miliQ	hasta	8	mL	(2,7	mL)		

Solución	 que	 conforma	 la	 región	 de	
separación	 del	 gel	 de	 electroforesis	 de	
los	análisis	bioquímicos	por	western	blot.	

Región	de	compactación	STACKING		
Para	cada	gel	a	preparar:	
-	Acrilamida/Bisacrilamida	30%	0,65	mL	
-	Upper	Tris	1,25	mL	
-	TEMED	(tetrametiletilendiamina)	5	µL	
-	Solución	10%	APS	(Persulfato	amónico)	25	µL	
-	H2O	miliQ	hasta	5	mL	(3,07	mL)	

Solución	 que	 conforma	 la	 región	 de	
compactación	del	gel	de	electroforesis	de	
los	análisis	bioquímicos	por	western	blot.	

SDS-PAGE	(“Sodium	Dodecil	Sulfate-PolyAcrilamide	Gel	Electrophoresis”)	

-	Tris-base	25	mM		
-	Glicina	192	mM		
-	SDS	0.1%	(p/v)	
pH	8.3	

Solución	tampón	para	la	electroforesis	en	
los	análisis	bioquímicos	por	western	blot.	

Solución	tampón	de	transferencia		

-	Tris-base	25	mM	
-	Glicina	192	mM	
-	Metanol	20%	(v/v)	
-	SDS	0,1%	(p/v)	

Solución	 para	 realizar	 la	 transferencia	
semi-seca	 de	 los	 geles	 a	 las	membranas	
empleando	 el	 equipo	 Trans-Blot®	
Turbo™	 Transfer	 System,	 en	 los	 análisis	
bioquímicos	por	western	blot.	

Tampón	de	transferencia	Towbin	

-	Tris-base	25	mM	
-	Glicina	192	mM	
-	Metanol	20%	(v/v)	

Solución	 para	 realizar	 la	 transferencia	
húmeda	 de	 los	 geles	 de	 electroforesis	 a	
las	 membranas,	 en	 los	 análisis	
bioquímicos	por	western	blot.	

TBS-T	(Tris	Buffered	Saline-Tween)	

-	40	mM	Tris-HCl		
-	10	mM	Tris-base	
-	NaCl	150	mM	
-	Tween-20	0.1%	(v/v)	
pH	7.5	

Solución	 de	 lavado	 de	 las	 membranas	 y	
solución	de	disolución	de	los	anticuerpos	
para	 el	 marcaje	 de	 las	 proteínas	 en	
dichas	 membranas,	 en	 los	 análisis	
bioquímicos	por	western	blot.	

Solución	de	“Stripping”	

-	Glicina	0,2	M	
-	SDS	0,1%	(p/v)	
-	Tween-20	1%	(v/v)	
pH	2,2	

Solución	para	retirar	los	anticuerpos	que	
marcan	las	proteínas	de	la	membrana,	ya	
revelados	 y,	 poder	 realizar	 nuevos	
marcajes,	en	los	análisis	bioquímicos	por	
western	blot.	

Solución	de	bloqueo	
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Leche	en	polvo	desgrasada	5%	en	TBS-T	 Solución	para	saturar	las	membranas	con	
proteínas,	evitando	uniones	inespecíficas	
en	 los	 marcajes	 con	 anticuerpos	 de	 las	
proteínas	 que	 deseamos	 analizar,	 en	 los	
análisis	bioquímicos	por	western	blot.	

Solución	de	fijación		

-	Paraformaldehido	2%	(p/v)	
En	solución	tampón	PBS	1X	

Empleada	 en	 el	 montaje	 de	 las	 células	
para	 su	 análisis	 por	 técnicas	 de	
microscopía	fluorescente	confocal.		

Solución	de	permeabilización	

-	Tritón	X-100	0,1%	(v/v)	
En	solución	tampón	PBS	1X	

Empleada	 para	 permeabilizar	 la	
membrana	 plasmática	 de	 las	 células	 y	
permitir	 el	 marcaje	 de	 sus	 proteínas,	
durante	el	montaje	de	las	mismas	para	su	
análisis	 por	 técnicas	 de	 microscopía	
fluorescente	confocal.	

	
	
3.4.	PLÁSMIDOS:	
	
• Plásmidos	Env	de	virus	VIH-1:	
	
-	Los	plásmidos	de	expresión	de	Env	objeto	de	nuestro	estudio	 fueron	generados	
por	nuestros	colaboradores	en	 la	RETIC-RIS,	de	 la	Unidad	de	Virología	Molecular,	
del	Centro	Nacional	de	Microbiología	(ISCIII),	procedentes	de	genes	env	aislados	en	
individuos	de	un	clúster	de	pacientes	LTNP-EC,	de	los	cuales	se	disponía	de	amplio	
seguimiento	clínico,	identificado	en	la	Cohorte	Española	de	pacientes	VIH	(Casado	
et	al.	2013).	Las	Env	fueron	seleccionadas	de	3	pacientes	de	dicho	clúster:	LTNP_1	
(4	 clones),	 LTNP_3	 (3	 clones),	 LTNP_RF_21	 (1	 clon).	 Asimismo	 seleccionaron	 y	
generaron	también	los	plásmidos	de	Env	procedentes	de	4	pacientes		progresores	
crónicos	 de	 VIH-1,	 seleccionados	 al	 azar	 en	 la	 cohorte	 Española	 de	 pacientes	 de	
VIH-1:	 I_10	 (2	 clones),	 IV_10	 (2	 clones),	 I_14	 (1	 clon),	 RIS_06	 (1	 clon).	 Estos	
plásmidos	se	usaron	como	grupo	control.	

Imagen	 11.	 Tabla	 que	 muestra	 los	 pacientes	 de	 VIH-1	 LTNP	 y	 progresores	 crónicos	 de	 los	 cuales	 se	
aislaron	 los	plásmidos	empleados	en	nuestro	estudio.	Esta	tabla	corresponde	a	 la	Tabla	1	del	trabajo	de	
Casado	y	colaboradores	(Casado	et	al.	2018).		
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-	Además	de	 los	controles	de	pacientes	progresores	crónicos	se	disponía	 también	
de	plásmidos	de	Env	control	de	virus	adaptados	de	laboratorio	o	referencia	SF162	
y	 89ES_061.	 En	 estos	 experimentos	 también	 se	 incluye	 como	 Env	 control	 el	
plásmido	BaL.01,	de	tropismo	R5	(Nº	de	catálogo	11445,	“NIH	AIDS	Research	and	
Reference	 Reagent	 Program”),	 el	 cual	 fue,	 también,	 en	 general	 empleado	 en	 los	
experimentos	de	producción	de	virus	de	este	trabajo.	
	
-	 Del	 plásmido	 de	 la	 Env	 procedente	 de	 la	 paciente	AS7	 se	 disponía	 de	 3	 clones	
obtenidos	 por	 mutagénesis	 dirigida,	 a	 los	 cuales	 les	 habían	 sido	 revertidas	 3	
mutaciones	de	aminoácidos	exclusivas	de	la	Env	AS7,	que	la	diferenciaban	del	resto	
de	 Env	 de	 pacientes	 del	 clúster	 LTNP-EC	 objeto	 de	 estudio,	 hacia	 la	 secuencia	
conservada	de	las	Env	aisladas	de	dicho	clúster:	AS7_I140T	(residuo	revertido	en	
la	 posición	 140	 (V1),	 AS7_V279A	 (residuo	 revertido	 en	 la	 posición	 279	 (C2)	 y	
AS7_I400T	(residuo	revertido	en	la	posición	400	(V4)).	
	

	
• pHEF-VSV-G	(Nº	de	catálogo	4693,	“NIH	AIDS	Research	and	Reference	Reagent	

Program”):		
	
Construcción	que	codifica	para	el	gen	de	la	proteína	G	fusogénica	de	la	envuelta	del	
virus	de	la	estomatitis	vesicular	(VSV),	lo	que	nos	permite,	cotransfectando	con	un	
constructo	del	 cuerpo	viral,	 producir	partículas	 virales	 expresando	esta	 envuelta,	
para	usarlas	como	control	de	entrada	viral	no	dependiente	de	CD4,	CXCR4	ni	CCR5,	

Imagen	 12.	 Tabla	 que	 muestra	 los	 pacientes	 de	 VIH-1	 LTNP	 y	 progresores	 crónicos	 de	 los	 cuales	 se	
aislaron	los	plásmidos	empleados	en	nuestro	estudio.	Esta	figura	corresponde	a	la	Fig	6	A)	del	trabajo	de	
Casado	y	colaboradores	(Casado	et	al.	2018).		
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en	 nuestros	 experimentos.	 Esta	 proteína	 de	 envoltura	 media	 un	 mecanismo	 de	
entrada	viral	vía	endocitosis	mediada	por	clatrina	y	fusión	de	endosomas.	
	
	
• pNL4-3.Luc.R-E-	 (Nº	 de	 catálogo	 3418,	 “NIH	 AIDS	 Research	 and	 Reference	

Reagent	Program”)	
	
Este	plásmido	codifica	para	las	proteínas	del	cuerpo	viral	de	VIH-1	y	es	defectivo	en	
los	genes	env,	vpr,	mientras	que	tiene	insertado	el	gen	de	la	enzima	luciferasa	en	el	
marco	de	lectura	del	gen	nef,	haciéndolo	también	defectivo	en	el	mismo,	por	lo	que,	
expresándolo	 transitoriamente	 junto	 con	 plásmidos	 de	 Env,	 permite	 producir	
partículas	virales	de	un	solo	ciclo,	seguras	para	su	uso	en	laboratorio,	que	producen	
la	proteína	Luciferasa,	cuantificable	por	luminiscencia.		
	
	
• Plásmidos	 p∆R	 mutantes	 en	 lisinas	 de	 Pr55-Gag	 (clonados	 y	 cedidos	 a	

nuestro	 equipo	 desde	 el	 laboratorio	 del	 Dr.	 Hans-Georg	 Kräusslich,	
Departamento	de	Virología,	Hospital	Universitario	de	Heidelberg	Alemania):	

	
Plásmidos	provirales	p∆R	basados	en	el	plásmido	proviral	pNLC4-3tr-	 (Bohne	and	
Kräusslich	 2004),	 que	 contienen	 todos	 los	marcos	 de	 lectura	 abiertos	 del	 VIH-1,	
bajo	 el	 control	 del	 promotor	 del	 citomegalovirus	 y,	 conservan	 rev	 y	 tat	 intactos.	
Estos	plásmidos	permiten	su	uso	seguro	en	laboratorio	al	portar	una	mutación	del	
sitio	activo	de	la	transcriptasa	inversa	(RT)	y	tener	impedida	la	unión	del	primer	de	
la	retrotranscripción,	además	de	ser	defectivos	en	la	proteasa	viral	(PR)	(Gottwein	
and	 Kräusslich	 2005).	 Este	 paquete	 de	 plásmidos	 además	 presenta	 diferentes	
mutaciones	en	codones	de	lisina,	causando	su	sustitución	por	arginina,	en	la	región	
C-terminal	 de	 Pr55-Gag,	 resultando	 así	 en	 las	 siguientes	 construcciones,	 además	
del	plásmido	original	intacto,	sin	mutaciones,	p∆R:	
	
-	pNC(KR):	Presenta	10	codones	de	lisina	mutados	a	argininas	en	la	región	NC	de	
Pr55-Gag.	
	
-	pSP2(KR):	Presenta	2	codones	de	lisina	mutados	a	argininas	en	la	región	SP2	de	
Pr55-Gag.	
	
-	pp6(KR):	 Presenta	 2	 codones	 de	 lisina	mutados	 a	 argininas	 en	 la	 región	p6	de	
Pr55-Gag.	
	
-	pNCSP2(KR):	Combinación	de	las	10	mutaciones	de	lisinas	en	NC	y	las	2	en	SP2.	
	
-	pNCp6(KR):	Combinación	de	las	10	mutaciones	de	lisinas	en	NC	y	las	2	en	p6.	
	



89 / 197

Este documento incorpora firma electrónica, y es copia auténtica de un documento electrónico archivado por la ULL según la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente dirección https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 3296050				Código de verificación: Ejn1Cgrf

Firmado por: Daniel Márquez Arce Fecha: 22/03/2021 14:17:05
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

Agustín Valenzuela Fernández 22/03/2021 16:24:51
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

María de las Maravillas Aguiar Aguilar 21/04/2021 15:56:46
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electrónica

Entrada
Nº registro:  2021/22338

Nº reg. oficina:  OF002/2021/22026
Fecha:  22/03/2021 16:46:09

Materiales	y	Métodos	

	 73	

-	pSP2p6(KR):	Combinación	de	las	2	mutaciones	de	lisinas	en	SP2	y	las	2	en	p6.	
	
-	pNCSP2p6(KR):	Plásmido	que	contiene	la	combinación	de	las	14	mutaciones	de	
lisina	por	arginina	en	las	regiones	NC,	SP2	y	p6.	
	
	
• pGag-EGFP	(Nº	de	catálogo	11468,	“NIH	AIDS	Research	and	Reference	Reagent	

Program”):	
	
Vector	de	expresión	que	codifica	para	 la	poliproteína	Pr55-Gag	de	VIH-1,	clonada	
en	fase	de	lectura	en	el	gen	de	la	proteína	verde	fluorescente	EGFP.	
• Constructos	de	ADN	circular	plasmídico	de	la	enzima	humana	HDAC6:	
	
Disponíamos	 de	 vectores	 de	 expresión	 que	 codificaban	 proteínas	 recombinantes	
basadas	 en	 la	 enzima	humana	HDAC6,	 con	diversas	modificaciones	 y	 expresando	
etiquetas	peptídicas,	 tal	y	como	se	describe	en	anteriores	trabajos	del	 laboratorio	
(Valera	et	al.	2015;	Marrero-Hernandez	et	al.	2019).	
	
-	 HA-wt-HDAC6:	Contenido	 en	 un	 plásmido	 que	 codifica	 para	 la	 forma	 salvaje	 o	
“wild-type”	(“wt”)	de	la	proteína	HDAC6,	que	tiene	acoplado,	en	fase	de	lectura,	el	
epítopo	“Influenza	haemagglutinin”	(HA)	en	su	extremo	N-terminal.	
		
-	 HA-HDAC6-∆BUZ:	 Contenido	 en	 un	 plásmido	 que	 codifica	 para	 la	 proteína	
HDAC6	delecionada	en	el	dominio	BUZ	(a	partir	del	aminoácido	1091	de	la	proteína	
original	HDAC6),	con	el	epítopo	HA,	acoplado	en	fase	de	lectura,	en	su	extremo	N-
terminal.	
	
-	 HA-dm-HDAC6:	Constructo	 doble	mutante	 (“dead-mutant”	 (dm))	 de	 la	 enzima	
HDAC6,	inactivo	en	la	función	desacetilasa	de	sus	dominios	HDAC.	Estos	dominios	
desacetilasa	han	sido	inactivados	mediante	dos	cambios	de	aminoácidos	(histidina	
por	arginina)	en	las	posiciones	216	y	611	de	la	enzima.	Posee,	también,	el	epítopo	
HA,	acoplado	en	fase	de	lectura	en	su	extremo	N-terminal.	
	
-	DsRed-wt-HDAC6:	Contenido	en	un	plásmido	que	codifica	para	la	forma	salvaje	o	
wt-HDAC6,	que	tiene,	en	este	caso,	acoplada	en	fase	de	lectura,	la	etiqueta	proteica	
fluorescente	 “Discosoma	 Red	 fluorescent	 protein	 (DsRed)”,	 en	 el	 extremo	 N-
terminal.	
		
-	 DsRed-HDAC6-∆BUZ:	Contenido	 en	 un	 plásmido	 que	 codifica	 para	 la	 proteína	
HDAC6	delecionada	en	el	dominio	BUZ	(a	partir	del	aminoácido	1091	de	la	proteína	
original	HDAC6),	 que	 tiene,	 en	 este	 caso,	 acoplada	 en	 fase	 de	 lectura,	 la	 etiqueta	
proteica	fluorescente	DsRed,	en	el	extremo	N-terminal.	
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• Plásmido	A3G-Flag:	
	
Constructo	 de	 la	 proteína	 celular	 APOBEC3G	 (“apolipoprotein	 B	 mRNA	 editing	
enzyme,	catalytic	polypeptide-like	3G;	A3G”),	clonada	en	un	vector	de	ADN	basado	
en	pcDNA	3.1,	modificada	para	poseer	en	fase	de	lectura	el	epítopo	de	la	etiqueta	
proteica	Flag,	en	el	extremo	C-terminal,	tal	y	como	se	indica	en	trabajos	previos	del	
laboratorio	(Valera	et	al.	2015).	
	
	
• Vector	de	expresión	pcDNA.3.1:	
	
Empleado	en	nuestros	experimentos	de	transfección	como	plásmido	compensador	
de	la	carga	de	ADN	introducida	en	las	células	HEK-293T,	de	manera	que	usemos	la	
misma	concentración	de	agente	transfectante	y	ADN	total	en	todas	las	condiciones	
de	cada	experimento.	
	
	
3.5.	LÍNEAS	CELULARES:	
	
• Células	HEK-293T	(ATCC®	CRL-3216™):	
	
Línea	celular	derivada	células	HEK-293	 (Nº	de	catálogo	103,	 “NIH	AIDS	Research	
and	 Reference	 Reagent	 Program”),	 procedentes	 cultivos	 primarios	 de	 células	
embrionarias	de	riñón	humano,	que	han	sido	modificadas	para	expresar	el	antígeno	
T	del	virus	SV40,	confiriéndole	la	capacidad	de	replicación	episomal	de	vectores	de	
expresión	 que	 contengan	 el	 origen	 de	 replicación	 SV40.	 Es	 una	 línea	 celular		
adherente	 y	 es	 apta	 para	 la	 producción	 de	 pseudovirus	 así	 como	 para	 la	
sobreexpresión	 de	 proteínas	 codificadas	 en	 plásmidos,	 para	 realizar	 análisis	
bioquímicos,	el	tipo	de	ensayos	en	los	que	ha	sido	utilizada	en	este	trabajo.	
	
• Células	 CEM.NKR-CCR5	 (Nº	 de	 catálogo	 4376,	 “NIH	 AIDS	 Research	 and	

Reference	Reagent	Program”):	
	
Línea	 celular	 linfoide	que	expresa	de	 forma	estable	 los	 receptores	CD4,	CXCR4	y,	
que	 ha	 sido	 modificada	 para	 expresar	 de	 forma	 constitutiva	 el	 receptor	 de	
quimiocinas	 CCR5,	 por	 lo	 que	 constituye	 una	 línea	 celular	 permisiva	 para	 la	
infección	 por	 virus	 VIH-1	 de	 diferente	 tropismo.	 Esta	 línea	 celular	 crece	 en	
suspensión	 y,	 ha	 sido	 empleada	 en	 este	 trabajo	 en	 ensayos	 de	 infección	 por	
partículas	virales	de	un	solo	ciclo	y	en	ensayos	de	señalización	en	entrada	viral.		
	
	
	
	



91 / 197

Este documento incorpora firma electrónica, y es copia auténtica de un documento electrónico archivado por la ULL según la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente dirección https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 3296050				Código de verificación: Ejn1Cgrf

Firmado por: Daniel Márquez Arce Fecha: 22/03/2021 14:17:05
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

Agustín Valenzuela Fernández 22/03/2021 16:24:51
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

María de las Maravillas Aguiar Aguilar 21/04/2021 15:56:46
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electrónica

Entrada
Nº registro:  2021/22338

Nº reg. oficina:  OF002/2021/22026
Fecha:  22/03/2021 16:46:09

Materiales	y	Métodos	

	 75	

3.6.	TÉCNICAS	Y	PROCEDIMIENTOS	EXPERIMENTALES:	
	

3.6.1.	Mantenimiento	de	cultivos	celulares:	
	

Las	 líneas	 celulares	 empleadas	 en	 los	 experimentos	 se	 mantenían	 durante	 un	
máximo	de	20	pasajes,	tras	su	descongelación,	en	matraces	de	cultivo	celular	de	75	
cm2,	en	estufa	con	atmósfera	controlada	del	5%	de	CO2	y	a	37°C.	Cada	2	o	3	días	se	
revisaban	y	se	procedía	a	su	pasaje,	que	presentaba	particularidades	en	base	a	 la	
línea	celular	que	se	estaba	manipulando.	
	
Para	la	línea	HEK-293T,	dado	que	es	una	línea	celular	adherente,	el	pasaje	requiere	
del	 levantamiento	 de	 las	 células	 y	 de	 su	 lavado.	 En	 la	 observación	 inicial	 al	
microscopio	 óptico,	 para	 descartar	 contaminaciones,	 estas	 líneas	 deben	
presentarse	altamente	confluentes	antes	del	pasaje.	Para	levantarlas,	tras	retirar	el	
medio	se	añadía,	 inicialmente	5	mL	de	solución	tampón	PBS-1X	estéril,	para	lavar	
los	restos	celulares	de	desecho	y,	se	añadía,	posteriormente	a	su	retirada,	5	mL	de	
tripsina-EDTA	1X	(Biowest),	que	permite	levantar	las	células	mediante	su	actividad	
hidrolítica	sobre	enlaces	peptídicos	implicados	en	la	adhesión	celular,	ayudando	a	
dicho	 proceso	 con	 muy	 ligeros	 golpes	 al	 matraz	 de	 cultivo.	 Se	 vaciaba	
cuidadosamente	 el	 contenido	 del	 matraz	 y,	 al	 resto	 sobrante	 en	 las	 paredes	
(aproximadamente	1	mL)	se	 le	añadía	unos	15	mL	de	medio	completo	fresco.	Las	
células	HEK-293T	se	cultivaban	en	medio	DMEM	(Biowest),	que	se	suplementaba	
con	un	10%	en	volumen	de	suero	fetal	bobino	(Biowest),	filtrado	en	condiciones	de	
esterilidad	y,	1%	de	solución	penicilina/estreptomicina	(Biowest).	
	
La	línea	celular	CEM.NKR-CCR5,	es	una	línea	que	crece	en	suspensión,	por	lo	que	
observábamos	 al	 microscopio,	 previamente	 al	 pasaje,	 que	 hubiera	 una	 alta	
concentración	 de	 células	 con	 morfología	 redonda	 y	 formando	 agregados,	 sin	
contaminaciones	 bacterianas	 ni	 fúngicas.	 De	 los	 25	 mL	 iniciales	 de	 medio,	 se	
retiraban	 18	 mL	 y	 se	 desechaban,	 para	 volver	 a	 añadir	 nuevo	 medio	 completo	
fresco,	hasta	un	total	de	25	mL.	En	el	caso	de	esta	línea	celular,	el	medio	empleado	
era	 RPMI	 1640	 (Thermo	 Fisher),	 que	 se	 completaba	 suplementado	 con	 10%	 de	
suero	fetal	bovino	Gibco®	(Thermo	Fisher),	 filtrado	en	condiciones	de	esterilidad	
y,	un	1%	de	solución	penicilina/estreptomicina	(Biowest).	En	caso	de	que	el	medio	
presentase	muchos	restos	de	desecho,	se	podía	proceder	inicialmente	al	lavado	de	
estas	 células,	 resuspendiéndolas	 en	 tampón	 PBS-1X	 estéril,	 con	 previa	
centrifugación	 de	 las	 células	 (5	 minutos,	 1.500	 rpm),	 para,	 tras	 volver	 a	
centrifugarlas	y	retirarles	la	solución	tampón,	resuspenderlas	en	un	volumen	total	
de	25	mL	de	medio	fresco.	
	
Cabe	destacar	que,	en	ambas	líneas	celulares	y	tras	cada	pase,	se	añadía	siempre	la	
solución	de	antibiótico	MycoZap	Prophylactic	(Lonza)	(1	µL	por	cada	ml	de	medio	
de	cultivo	total),	para	evitar	la	contaminación	por	micoplasmas	de	nuestras	células.	
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3.6.2.	Transfección	de	plásmidos	para	ensayos	bioquímicos:	
	
Para	realizar	ensayos	bioquímicos	y	evaluar	la	influencia	de	proteínas	virales	sobre	
proteínas	de	 la	 célula	o	proteínas	 recombinantes	 sobreexpresadas	y	viceversa,	 se	
han	 de	 realizar	 expresiones	 transitorias	 de	 los	 diferentes	 constructos,	 para	
expresar	las	proteínas	objeto	de	estudio	en	la	misma	línea	celular.	
	
Para	ello,	24	h	antes	de	la	transfección,	se	sembraban	células	HEK-293T	en	placas	
de	6	pocillos	(9,6	cm2	cada	pocillo),	realizando	el	contaje	para	asegurar	la	siembra	
de	3	x	105	células,	en	un	volumen	total	de	2	mL	de	medio	por	pocillo,	logrando	una	
confluencia	 celular	 de	 entre	 el	 50-70%,	 en	 el	 momento	 del	 experimento.	 Al	 día	
siguiente	 las	 células	 sembradas	 se	 cotransfectaban	 con	 los	 plásmidos	
correspondientes	en	base	a	 las	condiciones	del	experimento,	usando	como	agente	
transfectante	polietilenimina	de	25	 kDa	PEI25K,	 en	una	proporción	de	3:1,	 entre	
volumen	en	µL	de	solución	de	PEI25K	(1	mg/mL)	y	µg	de	ADN	plasmídico	total	a	
transfectar.	 Para	 ello	 se	 preparaban,	 por	 cada	 condición	 experimental,	 dos	
soluciones	 de	 100	 µL	 de	 NaCl	 (150	 mM),	 que	 contenían	 por	 un	 lado,	 el	 agente	
transfectante	 y	 por	 otro	 la	 cantidad	 adecuada	 de	 los	 plásmidos	 a	 transfectar.	 Se	
incubaban	a	temperatura	ambiente	durante	5	minutos,	previa	mezcla	con	agitador	
tipo	vórtex,	para	proceder	a	combinar	las	soluciones	de	ADN	y	agente	transfectante	
de	 cada	 condición	 y,	 tras	 mezclarse	 de	 nuevo	 por	 agitación,	 se	 incubaban	 las	
soluciones	 resultantes	 (200	 µL)	 30	 minutos.	 En	 este	 punto,	 se	 añadían	 dichas	
soluciones	 a	 los	 pocillos	 de	 células	 sembradas	 y	 se	 incubaban	 48	 h	 (estufa	 de	
cultivos	a	37°C;	5%	de	CO2),	momento	en	el	cual	se	procedía	a	recoger	las	células	
sometidas	a	 las	diferentes	condiciones	experimentales	de	transfección	y	a	su	lisis,	
para	 realizar	 los	 correspondientes	 análisis	 bioquímicos	 (véase	 apartado	 3.7.4.	
Análisis	bioquímicos	por	western	blot).	En	el	caso	de	los	experimentos	para	analizar	
la	degradación	de	Pr55-Gag,	promovida	por	los	diferentes	constructos	de	HDAC6,	al	
haber	generado	las	condiciones	de	producción	viral,	cotransfectando	con	el	cuerpo	
viral	 pNL4-3.Luc.R-E-	 y	 la	 Env	 BaL.01,	 de	 VIH-1,	 en	 este	 paso	 también	 se	 podía	
recoger	 el	 sobrenadante,	 que	 contendría	 los	 pseudovirus	 producidos,	 para	
cuantificar	 la	 producción	 viral	 bajo	 las	 distintas	 condiciones,	 por	 test	 p24-ELISA	
(Lenti-X™	p24	Rapid	Titer	Kit	Clontech),	siguiendo	las	instrucciones	del	fabricante.	
	
Para	ensayar	 la	 influencia	del	 tratamiento	 con	3-metiladenina	 (3-MA)	y	 su	efecto	
inhibiendo	 la	 ruta	 autofágica,	 mediante	 la	 inhibición	 de	 la	 formación	 del	
autofagosoma;	las	células	eran	transfectadas	e	incubadas,	en	este	caso,	durante	24	
h,	 antes	 de	 añadir	 la	 solución	 de	 3-MA.	 Se	 añadía,	 a	 cada	 condición,	 200	 µL	 de	
solución	madre	 50	mM	del	 inhibidor	 en	PBS-1X,	 para	 una	 concentración	 final	 de	
trabajo	 de	 5	 mM	 en	 cada	 pocillo	 seleccionado	 y,	 a	 su	 vez,	 se	 añadía	 la	 misma	
cantidad	 de	 solución	 vehículo	 PBS-1X	 (200	 µL)	 a	 las	 réplicas	 experimentales	
control.	 Para	 la	 correcta	 resuspensión	 de	 3-MA	 en	 la	 solución	 vehículo,	 conviene	
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calentar	 la	 solución	 madre	 a	 40°C	 durante	 5	 minutos,	 vigilando	 que	 no	 queden	
precipitados	en	la	solución	antes	de	añadirla.	Una	vez	añadida	la	solución	de	3-MA,	
se	 incubaban	las	condiciones	5	h	(estufa	de	cultivos	a	37°C;	5%	de	CO2),	antes	de	
proceder	a	su	lisis	y	análisis.	
	
	
3.6.3.	Producción	de	pseudovirus	(partículas	virales	de	un	solo	ciclo):		
	

Para	la	producción	de	pseudovirus,	de	cara	a	su	uso	en	ensayos	de	infección	viral	y	
ensayos	de	señalización,	cotransfectábamos	el	cuerpo	viral	pNL4-3.Luc.R-E-,	con	los	
diferentes	 plásmidos	 de	 expresión	 de	 env	 de	 VIH-1	 que	 queríamos	 ensayar,	 de	
manera	que	obteníamos	partículas	virales	de	un	solo	ciclo,	que	permiten	trabajar	
de	 forma	segura	y	que	expresaban	 la	proteína	 luciferasa	en	 las	células	 infectadas,	
empaquetadas	con	cada	Env	objeto	de	estudio.	
	
Para	realizar	dicha	producción	viral,	se	sembraban	células	HEK-293T	en	placas	de	
12	 pocillos	 (3,5	 cm2),	 realizando	 el	 contaje	 para	 asegurar	 la	 siembra	 de	 1	 x	 105	
células,	 en	 un	 volumen	 total	 de	 1	mL	 de	medio	 por	 pocillo.	 Después	 de	 24	 h,	 se	
realizaba	 la	 transfección	de	 las	diferentes	 condiciones	experimentales,	usando	en	
este	 caso	 el	 agente	 transfectante	 X-tremeGENE™	 HP,	 por	 su	 alto	 rendimiento	
produciendo	 partículas	 virales.	 Este	 agente	 transfectante	 se	 usaba	 en	 una	
proporción	 3:1,	 entre	 el	 volumen	 en	 µL	 del	 X-tremeGENE™	HP	 y	 los	 µg	 de	 ADN	
plasmídico	total	a	transfectar,	que	en	estos	experimentos	era	1µg	de	cuerpo	viral	y	
1µg	de	Env.	Para	cada	condición	se	preparaba	un	tubo	de	microcentrífuga	con	100	
µL	de	medio	DMEM	incompleto	(sin	suplementar	con	suero	ni	antibiótico,	para	que	
no	 interfiriese	con	este	agente	 transfectante),	donde	se	añadían	 las	cantidades	de	
plásmidos	 calculadas.	 Se	 mezclaban	 las	 soluciones	 de	 cada	 condición	 mediante	
agitador	tipo	vortex	y,	se	dejaba	en	reposo	5	minutos.	A	continuación	se	añadía	la	
cantidad	calculada	de	X-tremeGENE™	HP	a	la	solución	de	plásmidos	de	cada	tubo,	
tras	 lo	cual	se	dejaba	 incubar	20	minutos,	antes	de	añadir	dichas	soluciones	a	 las	
células	sembradas.	Dichas	células	se	incubaban	48	h	(estufa	de	cultivos	a	37°C;	5%	
de	 CO2),	 para	 permitir	 la	 suficiente	 producción	 viral	 y,	 tras	 esta	 incubación,	 los	
sobrenadantes	eran	recogidos	individualmente,	se	sometían	a	centrifugación	lenta	
(4	 minutos,	 3.000	 rpm)	 y,	 para	 poder	 realizar	 infecciones	 con	 cantidades	
normalizadas	 de	 partículas	 virales,	 se	 cuantificaba	 la	 producción	 mediante	 test	
p24-ELISA	 (Innotest	HIV	 antigen	MAb,	 Fujirebio),	 siguiendo	 las	 instrucciones	 del	
fabricante.		
	
Cabe	 destacar	 que,	 para	 los	 ensayos	 de	 infección	 viral,	 las	 condiciones	 del	
experimento	se	realizaban	por	duplicado,	para	poder	incluir	controles	negativos	de	
la	 entrada	 viral,	 donde	 se	 pre-tratarían	 las	 células	 permisivas	 con	 anticuerpo	
neutralizante	 anti-CD4	 (5µg/mL),	 para	 establecer	 la	 línea	 base	 de	 infección	 no	
productiva.	Además	se	 incluía	 la	condición	donde	el	cuerpo	viral	se	empaquetaba	
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con	 la	 envuelta	 del	 virus	 VSV-G,	 como	 control	 de	 la	 producción	 viral	 y	 de	 la	
fiabilidad	 de	 la	 lectura	 de	 la	 actividad	 luciferasa,	 mediando	 la	 fusión	 por	 un	
mecanismo	independiente	al	receptor	CD4.	
	
	

3.6.4.	Análisis	bioquímicos	por	western	blot:	
	

Después	 del	 periodo	 de	 incubación	 correspondiente	 tras	 la	 transfección,	 o	 la	
infección,	en	el	caso	de	análisis	bioquímicos	de	las	células	permisivas	sometidas	a	
infección	 temprana,	 se	 recogían	 las	 células,	 lavándolas	 de	 por	medio	 con	 PBS-1X	
frío	(4°C	)	y	sometiéndolas	a	centrifugación	suave	(5	minutos,	1.500	rpm,	4°C),	para	
aislar	 las	 células	de	 la	 solución	 tampón	de	 lavado.	A	 continuación	 se	 le	 añadía	 la	
solución	de	lisis	y	se	incubaba	a	4°C	durante	30	minutos.	Para	aislar	la	fracción	de	
proteínas	 soluble	 que	 nos	 interesaba,	 sometíamos	 estos	 lisados	 a	 centrifugación	
potente	(15	minutos	30.000	rpm,	4°C)	y	en	caso	de	observar	excesivo	sedimento	en	
el	fondo	de	los	tubos,	les	aplicábamos	sonicación	y	los	volvíamos	a	centrifugar.		
	
En	 este	 punto	 se	 realizaba	 la	 cuantificación	 de	 las	 proteínas	 totales	 del	 lisado,	
mediante	 el	 método	 del	 ácido	 bicinconínico,	 empleando	 un	 kit	 comercial	 BCA	
Protein	 Assay	 Novagen®,	 Millipore.	 De	 esta	 manera	 podíamos	 ajustar	
posteriormente	 cargas	 de	 proteínas	 totales	 equivalentes	 entre	 todas	 las	
condiciones.	A	continuación	se	le	añadía	el	tampón	de	carga	Laemmli	y	se	sometía	a	
choque	 térmico	 de	 95°C	 durante	 5	 minutos.	 Esto	 y	 el	 contenido	 en	 SDS	
(dodecilsulfato	 sódico)	 y	 β-mercaptoetanol	 del	 tampón	 de	 carga,	 permitía	
desnaturalizar	 las	 proteínas,	 además	 de	 que	 contenía	 un	 colorante	 (azul	 de	
bromofenol)	 para	 visualizar	 el	 frente	 de	 carga	 de	 la	 muestra	 durante	 la	
electroforesis.	
	
Una	 vez	 llegado	 a	 este	 punto	 se	 podía	 cargar	 la	 muestra	 en	 los	 geles	 de	
electroforesis	 de	 poliacrilamida,	 preparados	 con	 una	 reticulación	 del	 10%	 o	 del	
12%	en	la	zona	de	separación	(“running”),	dependiendo	del	peso	molecular	de	las	
proteínas	 que	 queríamos	 analizar	 preferentemente,	 guardando	 el	 volumen	 de	
muestra	 restante	 a	 -20°C,	 para	 posteriores	 recargas.	 La	 electroforesis	 se	 fijaba	 a	
amperaje	 constante	 (35	 mA	 por	 cada	 gel	 de	 poliacrilamida)	 y	 se	 realizaba	 en	
tampón	SDS-PAGE.	Se	incluía	un	pocillo	con	marcador	de	peso	molecular	(Precision	
Plus	Protein™	BIO-RAD).		
	
Una	 vez	 terminada	 la	 electroforesis,	 cuando	 alcanzábamos	 la	 separación	 de	
proteínas	deseada,	se	transferían	 las	proteínas	a	membranas	de	0,45	µm	de	poro,	
de	fluoruro	de	polivinilideno,	PVDF	(Immobilon-PVDF;	Millipore),	previa	activación	
sumergiéndolas	en	metanol	15	segundos,	2	minuto	en	agua	milliQ	y	el	propio	buffer	
de	 transferencia	 (Towbin).	 La	 transferencia	 se	 realizaba	 preferentemente	 en	
condiciones	semi-secas	utilizando	el	equipo	Trans-Blot®	Turbo™	Transfer	System,	
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pero	en	ocasiones	se	realizaron	transferencias	húmedas,	con	el	sistema	Mini	Trans-
Blot®	Cell,	por	disponibilidad	de	medios,	sin	diferencias	en	el	resultado	final.	Una	
vez	 terminada	 la	 transferencia,	 se	 volvía	 a	 activar	 la	membrana	 (15	 segundos	 en	
metanol,	2	minutos	en	agua	milliQ).	
	
En	este	punto	las	membranas	eran	bloqueadas	en	su	poro	libre	en	una	solución	de	
leche	 desgrasada	 en	 polvo	 (5%),	 elaborada	 en	 el	 tampón	 TBS-T,	 durante	 30	
minutos,	para	lavarlas	posteriormente	3	veces	durante	5	minutos	con	este	tampón	
TBS-T.	 Dependiendo	 del	 anticuerpo	 primario	 a	 utilizar,	 se	 incubaba	 hasta	 el	 día	
siguiente	 a	 4°C,	 en	 contacto	 con	 una	 solución	 de	 dicho	 anticuerpo	 en	TBS-T.	 Los	
anticuerpos	primarios	para	marcaje	de	proteínas	constitutivas	de	la	célula,	como	α-
tubulina	 y	α-tubulina	 acetilada,	 solo	 requerían	de	1	h	de	 incubación	 en	 agitación	
constante.	Se	realizaban	3	lavados	de	5	minutos	en	tampón	TBS-T,	antes	de	incubar	
con	 los	 correspondientes	 anticuerpos	 secundarios,	 conjugados	 con	peroxidasa	de	
rábano	 (HRP),	 durante	 1	 h,	 para	 posteriormente	 lavar	 3	 veces	 estas	membranas	
con	tampón	TBS-T	durante	5	minutos.	El	revelado	de	dichos	marcajes	se	realizaba	a	
través	 del	 equipo	 ChemiDoc	 MP	 System	 (Biorad),	 usando	 un	 kit	 de	 revelado	
(Clarity™	Western	ECL,	Biorad)	que	contiene	el	 sustrato	de	 la	peroxidasa	y	emite	
una	 señal	 quimiolumínica	 detectable	 por	 el	 equipo.	 Las	 imágenes	 se	 obtenían	 y	
analizaban	mediante	el	programa	Image	Lab	5.2.1	de	Biorad.	
	
En	 caso	 de	 tener	 que	 marcar	 otras	 proteínas	 en	 la	 membrana,	 se	 sometían	 al	
proceso	 de	 desacople	 de	 los	 anticuerpos	 conjugados,	 conocido	 como	 “stripping”,	
incubando	 las	 membranas	 con	 una	 solución	 ácida	 (pH	 2,2)	 específica	 para	 este	
proceso,	durante	30	minutos,	seguido	2	lavados	de	10	minutos	en	una	solución	de	
NaCl	 50	mM	 y	 2	 lavados	 de	 5	minutos	 en	 tampón	 TBS-T,	momento	 tras	 el	 cual,		
nuestra	 membrana	 estaba	 lista	 de	 nuevo	 para	 bloqueo	 y	 marcaje	 de	 otras	
proteínas.		
	
En	 el	 análisis	 de	 los	 datos	 obtenidos	 de	 nuestros	 experimentos,	 usábamos	 la	
intensidad	 de	 la	 banda	 de	 la	 α-tubulina	 como	 control	 de	 carga	 total	 y,	
cuantificábamos	las	diferentes	proteínas	que	queríamos	evaluar	en	forma	de	ratios	
referidos	a	dicha	α-tubulina	
	
	
3.6.5.	Ensayos	de	infección	viral:	
	

Los	ensayos	de	infección	viral	se	desarrollaban	mediante	la	medida	de	la	actividad	
lumínica	de	la	enzima	luciferasa,	cuyo	gen	se	encuentra	insertado	en	lugar	del	gen	
nef	 en	 el	 constructo	 del	 cuerpo	 viral	 empleado	 pNL4-3.Luc.R-E-,	 en	 células	
permisivas	 CEM.NKR-CCR5	 infectadas	 con	 los	 pseudovirus	 formados	 con	 dicho	
cuerpo	viral	y	los	diferentes	plásmidos	de	expresión	de	env		a	ensayar.	
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Para	ello	se	sembraban	9	x	105	células	CEM.NKR-CCR5	(resuspendidas	en	100	µL	
de	RPMI	1640)	en	placas	de	24	pocillos	(1,8	cm2	cada	pocillo),	con	los	volúmenes	
de	sobrenadante	conteniendo	los	pseudovirus	formados,	calculados	para	una	dosis	
sincrónica	de,	preferiblemente	y,	siempre	que	fuese	posible,	500	ng	de	p24,	titulado	
mediante	 test	 p24-ELISA	 (véase	 apartado	 3.7.3.	 Producción	 de	 pseudovirus).	 Se	
completaba	 cada	 pocillo,	 hasta	 un	 volumen	 de	 1	 mL,	 con	 medio	 RPMI	 1640	
completo.	 Se	 añadía	 a	 cada	 condición	 el	 polímero	 catiónico	 Polybrene®	
(concentración	de	trabajo	por	condición	20	µg/mL),	para	aumentar	la	eficiencia	de	
adhesión	 de	 los	 virus	 a	 las	 células	 diana	 y,	 en	 los	 duplicados	 preparados	 como	
condición	 negativa,	 se	 añadía	 el	 anticuerpo	 neutralizante	 monoclonal	 anti-CD4	
(5µg/mL),	para	establecer	 la	 línea	base	de	 infección	no	productiva,	al	bloquear	el	
receptor	principal	de	la	Env	de	VIH-1.		
	
Estas	 células,	 sembradas	 con	 los	 pseudovirus	 de	 cada	 condición	 se	 incubaban	
durante	2	h	en	centrifugación	suave	continua	(1.200	rpm)	a	temperatura	ambiente	
(25°C),	para	posteriormente	incubarlas	en	reposo	(estufa	de	cultivos	a	37°C;	5%	de	
CO2)	durante	4	h.	
	
Pasado	este	tiempo,	se	recogían	las	células	infectadas,	se	centrifugaban	(5	minutos,	
1.500	rpm)	y	se	les	retiraba	el	medio	con	los	pseudovirus	restantes,	infructuosos	en	
su	 infección,	 resuspendiendo	 cada	 condición	 en	 300	 µL	 de	 medio	 fresco,	 para	
sembrar	triplicados	de	100	µL	en	placas	de	12	pocillos	(3,5	cm2	cada	pocillo)	y	se	
completaba	 cada	 pocillo,	 hasta	 1	 mL	 de	 volumen	 final,	 con	 medio	 RPMI	 1640	
suplementado.		
	
Tras	una	incubación	de	48	h,	se	recogían	y	centrifugaban		(5	minutos,	1.500	rpm)	
estas	células,	para	lavarlas,	resuspendiéndolas	en	150	µL	de	solución	tampón	PBS-
1X	 y	 pasarlas	 a	 una	 placa	 de	 96	 pocillos	 de	 fondo	 cónico,	 donde	 se	 volverían	 a	
centrifugar	 (5	 minutos,	 1.500	 rpm),	 para	 aislar	 el	 sedimento	 con	 las	 células	 y,	
pasarlas	 finalmente	 a	 una	 placa	 de	 96	 pocillos	 de	 material	 opaco	 blanco	 (para	
evitar	 que	 la	 señal	 de	 luz	 de	 cada	 pocillo	 interfiera	 con	 la	 de	 los	 pocillos	
adyacentes),	donde	las	células	resuspendidas	en	50	µL	de	PBS-1X	eran	mezcladas	
con	 50	 µL	 el	 sustrato	 de	 la	 Luciferasa	 del	 kit	 Steady-Glo	 (Promega).	 Tras	 20	
minutos	 en	 agitación	 continua	 se	 podía	 leer	 y	 cuantificar	 la	 señal	 lumínica	
producida,	en	el	equipo	lector	de	microplacas	(VictorTM	X5,	PerkinElmer).	
	
	

3.6.6.	Ensayos	de	señalización	en	entrada	viral:	
	

Para	estos	ensayos	recurríamos	a	un	protocolo	similar	al	visto	en	el	apartado	“3.7.5.	
Ensayos	 de	 infección	 viral”,	 con	 la	 salvedad	 de	 que	 en	 este	 caso,	 las	 células	
CEM.NKR-CCR5	eran	incubadas	solo	1	h	(1.200	rpm),	también	con	dosis	sincrónicas	
de	 los	 pseudovirus	 cuantificados	 (500	 ng	 de	 p24)	 para	 cada	 condición	 .	
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Transcurrido	 este	 tiempo,	 recogíamos	 estas	 células	 y	 las	 centrifugábamos	 (5	
minutos,	1.500	rpm,	4°C).	
	
Para	los	ensayos	donde	analizábamos	la	acetilación	de	la	α-tubulina,	en	respuesta	a	
la	señalización	sobre	CD4	por	parte	de	 la	Env	de	VIH-1,	realizábamos	el	 lisado	de	
estas	células	permisivas	y	procedíamos	a	realizar	análisis	bioquímicos	por	western	
blot,	 siguiendo	 el	 mismo	 procedimiento	 que	 indicamos	 en	 el	 apartado	 “3.7.4.	
Análisis	bioquímicos	por	western	blot”,	centrándonos	en	este	caso	en	el	marcaje	de	
la	α-tubulina	y	la	α-tubulina	acetilada,	para	calcular	el	ratio	de	la	forma	acetilada	de	
la	proteína	frente	a	la	α-tubulina	total.	
	
Por	otro	 lado,	para	visualizar	 la	 reorganización	en	 forma	de	pseudópodo	de	 la	F-
actina	en	el	fenómeno	del	“capping”	y	la	reorganización	de	la	α-tubulina	acetilada,	
en	el	mismo	polo	de	 la	 célula,	 en	 respuesta	a	 la	 señalización	sobre	CD4,	mediada	
por	las	diferentes	Env	ensayadas,	realizábamos	ensayos	de	inmunofluorescencia	en	
el	 microscopio	 confocal	 de	 fluorescencia	 y,	 las	 células	 permisivas	 sometidas	 a	
infección	que	habíamos	 recogido	 se	pasaban	a	una	placa	de	96	pocillos	de	 fondo	
cónico	 en	 200	 µL	 de	 solución	 tampón	 PBS-1X,	 para	 comenzar	 su	 tratamiento	 y	
montaje	para	ensayos	de	microscopía.		
	
A	continuación	se	centrifugaba	 la	placa	5	minutos	a	1.500	rpm	y	se	resuspendían	
las	 células	 con	 200	 µL	 de	 la	 solución	 de	 fijación	 de	 paraformaldehído	 al	 2%,	
durante	20	minutos	en	frío.	Con	lavado	y	centrifugación	en	PBS-1X	entre	medio,	se	
permeabilizaban	ahora	las	células	en	50	µL	de	solución	de	Tritón	0,1	%	en	PBS-1X.	
Tras	 volver	 a	 lavar	 y	 centrifugar	 con	 PBS-1X,	 el	 sedimento	 celular	 se	 sometía	 a	
sendos	marcajes	de	1	h	con	anticuerpo	primario	contra	α-tubulina	acetilada	y	30	
minutos	con	anticuerpo	secundario	conjugado	con	el	colorante	fluorescente	Alexa	
Fluor™	488	(es	 importante	a	partir	de	este	paso,	proteger	 las	muestras	de	la	 luz).	
Tras	 estos	 marcajes	 se	 lavaban	 las	 células	 y	 se	 incubaban	 20	 minutos	 en	 una	
solución	de	5	µL	de	faloidina	(Alexa	Fluor™	633	Phalloidin)	en	200	µL	de	PBS-1X,	
que	se	une	específicamente	a	los	filamentos	de	actina.	El	montaje	sobre	los	cristales	
portaobjetos	se	realizaba	con	2µL	de	la	solución	de	montaje	FluoroshieldTM	(Sigma-
Aldrich),	que	contiene	DAPI	para	marcaje	del	núcleo,	 resuspendiendo,	en	esta,	10	
µL	 de	 las	 diferentes	 condiciones	 de	 células,	 cubriéndolas	 y	 sellando	 con	 laca	 los	
cubres,	 para	 dejarlo	 secar	 a	 temperatura	 ambiente	 y	 protegido	 de	 la	 luz	 toda	 la	
noche.		
	
Por	 último	 se	 obtenían	 imágenes	 de	 alta	 resolución	 (1024	 x	 1024	 píxeles)	 en	
sección	media	xy	 de	 las	 células,	 con	el	objetivo	63X	1.4	OIL	del	 equipo	Leica	TCS	
SP8	 (Leica	 microsystem),	 de	 campos	 amplios	 y	 de	 células	 individuales	
representativas.	 El	 análisis	 del	 fenómeno	 del	 “capping”	 producido	 por	 las	
diferentes	 Env	 del	 ensayo	 se	 realizaba	 cuantificando	 la	 aparición	 de	 dicho	
fenómeno	en	campos	celulares,	por	cada	150	células	y	obteniendo	porcentajes	de	
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cada	 condición.	 Las	 imágenes	 se	 analizaban	 y	 cuantificaban	 con	 el	 programa	
MetaMorph	(Universal	Imaging,	Downington,	PA).	
	
	
3.6.7.	Ensayos	de	coinmunoprecipitación:	
	
Para	 analizar	 la	 interacción	 entre	 proteínas,	 realizábamos	 ensayos	 de	
coinmunoprecipitación	 donde,	 cotransfectando,	 en	 células	 HEK-293T,	
construcciones	 de	 las	 proteínas	 a	 ensayar,	 marcadas	 con	 etiquetas	 peptídicas	
diferentes,	podíamos	evaluar	el	arrastre	de	las	proteínas	objeto	de	estudio	desde	la	
perspectiva	de	una	u	otra	proteína	del	experimento.	
	
Para	ello,	 inicialmente	 las	células,	donde	habíamos	cotransfectado	 los	constructos	
proteicos	 marcados,	 siguiendo	 las	 instrucciones	 indicadas	 en	 el	 apartado	 “3.7.2.	
Transfección	de	plásmidos	para	ensayos	bioquímicos”,	eran	lisadas	con	200	µL	de	
solución	 tampón	 de	 lisis	 específica	 para	 los	 experimentos	 de	
coinmunoprecipitación,	 que	 contiene	 un	 extra	 de	 inhibidor	 de	 proteasas	 PMSF	
(fluoruro	 de	 fenilmetilsufonilo),	 para	 asegurar	 la	 estabilidad	 de	 las	 proteínas	 del	
lisado	celular	y,	se	cuantificaba	la	cantidad	total	de	proteínas	del	lisado	mediante	el	
método	del	ácido	bicinconínico.	
	
Convenía,	para	ajustar	los	tiempos	del	experimento,	haber	realizado	previamente	la	
incubación	 con	 anticuerpos	 de	 las	 bolas	 magnéticas	 (PureProteomeTM	 Protein	 G	
Magnetic	Beads,		Millipore).	Para	ello	preparábamos	50	µL	de	las	mismas	por	cada	
condición	(se	cortaba	la	punta	de	la	pipeta	para	asegurar	la	integridad	de	las	bolas	
magnéticas),	que,	 tras	 lavar	de	su	solución	de	almacenamiento	con	 la	solución	de	
lavado,	 específicamente	 preparada	 para	 experimentos	 de	 coinmunoprecipitación,	
se	 sometían	 a	 incubación	 con	 1,5	 µg	 de	 los	 anticuerpos	 correspondientes,	
específicos	 para	 las	 etiquetas	 peptídicas	 incluidas	 en	 los	 constructos	 a	 ensayar	
(anti-EGFP	 y	 anti-HA).	 La	 incubación	 duraba	 2	 horas,	 a	 temperatura	 ambiente	
(25°C)	y	 en	 continua	agitación	 (agitador	 rotativo	para	 tubos	de	microcentrífuga),	
tiempo	 durante	 el	 cual	 se	 realizaba	 la	 cuantificación	 proteica	 de	 los	 lisados,	
previamente	mencionada.	Una	vez	terminada	la	incubación,	se	lavaban	3	veces	las	
bolas	 ya	 recubiertas	 de	 anticuerpo,	 con	 la	 solución	 de	 lavado	 preparada.	 En	 este	
momento	se	añadía,	a	las	bolas	magnéticas	saturadas	de	anticuerpo,	la	cantidad	de	
lisado	celular	calculada	para	la	misma	carga	en	todas	las	condiciones	(entre	100	y	
500	µg	de	proteína),	asegurándonos	guardar	una	fracción	de	lisado	celular	original	
sin	 incubar	 (control	 de	 expresión	 de	 los	 constructos	 proteicos	 o	 “INPUT”).	 Se	
completaba	el	volumen	en	cada	condición	con	la	solución	de	lisis,	hasta	un	total	de	
650	µL	y,	se	añadía	RNasa	A	en	todas	las	condiciones	(concentración	de	trabajo	de	
1	mg/mL),	para	descartar	interacciones	debidas	a	ácidos	nucleicos.	De	esta	manera,	
los	 lisados	 celulares	 eran	 incubados	 con	 las	 bolas	 magnéticas	 saturadas	 con	 los	



99 / 197

Este documento incorpora firma electrónica, y es copia auténtica de un documento electrónico archivado por la ULL según la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente dirección https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 3296050				Código de verificación: Ejn1Cgrf

Firmado por: Daniel Márquez Arce Fecha: 22/03/2021 14:17:05
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

Agustín Valenzuela Fernández 22/03/2021 16:24:51
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

María de las Maravillas Aguiar Aguilar 21/04/2021 15:56:46
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electrónica

Entrada
Nº registro:  2021/22338

Nº reg. oficina:  OF002/2021/22026
Fecha:  22/03/2021 16:46:09

Materiales	y	Métodos	

	 83	

anticuerpos	 específicos	 durante	 toda	 la	 noche,	 a	 4°C	 y	 en	 continua	 agitación	
(agitador	rotativo	para	tubos	de	microcentrífuga).	
	
Al	día	siguiente,	se	retiraba	el	 lisado	de	 las	bolas,	que	se	guardaría	a	-20°C	y,	 tras	
lavar	 3	 veces	 las	 bolas	 con	 la	 solución	 de	 lavado,	 se	 separaban	 las	 proteínas	
arrastradas	de	las	bolas	mediante	incubación	de	5	minutos,	a	95°C,	en	la	solución	
tampón	de	carga	desnaturalizante	Laemmli	(entre	50	µL	cada	condición),	retirando	
finalmente	 las	 bolas	 magnéticas	 y	 conservando	 la	 solución.	 Las	 soluciones	
resultantes	 de	 cada	 condición	 se	 someterían	 a	 análisis	 bioquímicos	 mediante	 la	
técnica	de	western	blot,	así	como	también	 los	 lisados	originales	“INPUT”	(véase	el	
apartado	“3.7.4.	Análisis	bioquímicos	por	western	blot”),	donde	evaluaríamos	si	las	
proteínas	objeto	de	estudio	habían	interaccionado,	apareciendo	en	este	caso	en	la	
fracción	arrastrada	y,	comprobando	la	correcta	expresión	de	todos	los	constructos	
en	los	lisados	originales.	
	
Cabe	 destacar	 que	 la	 separación	 de	 las	 bolas	 magnéticas	 de	 las	 diferentes	
soluciones	de	lavado	y	lisados,	a	las	que	eran	sometidas,	se	realizaba	mediante	una	
gradilla	 magnética,	 que	 permitía	 mantener	 las	 bolas,	 mientras	 se	 les	 retiraba	 la	
solución	en	la	cual	se	hallaban	suspendidas.	
	
	
3.6.8.	Procesado	de	datos	y	análisis	estadísticos:	
	

Para	los	análisis	estadísticos	y	elaboración	de	histogramas	de	los	resultados	de	los	
experimentos,	se	utilizó	el	programa	GraphPad	Prism	5.0	(GraphPad	Software,	San	
Diego,	 CA,	 United	 States).	 Para	 comparar	 2	 grupos	 de	 datos	 se	 realizaba	
comparación	 de	 medianas	 aplicando	 un	 test	 no	 paramétrico	 de	 Mann-Whitney.	
Para	evaluar	 la	variación	en	la	cantidad	de	las	proteínas	objeto	de	estudio	o	en	la	
aparición	 del	 fenómeno	 del	 “capping”,	 se	 analizaba	 la	 significancia	 en	 la	
comparación	 de	 medias	 entre	 distintas	 condiciones	 experimentales	 y	 control,	
aplicando	test	paramétricos	t	Student.	
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4.1.	LAS	PROTEÍNAS	ENV	DEL	VIH-1,	DE	UN	CLÚSTER	DE	PACIENTES	LTNP-EC,	
SON	 FUNCIONALMENTE	 DEFICIENTES	 EN	 SU	 ACTIVIDAD	 SEÑALIZADORA	
SOBRE	EL	RECEPTOR	CD4	E	INFECTIVA	EN	LAS	PRIMERAS	ETAPAS	DEL	CUCLO	
VIRAL:	
	
Antes	 de	 empezar,	 es	 importante	 destacar	 que,	 los	 resultados	 referentes	 al	 primer	
objetivo	 de	 esta	 Tesis	 Doctoral,	 que	 se	 expondrán	 a	 continuación,	 pertenecen	 a	 un	
trabajo	colaborativo	enmarcado	en	la	Red	Española	de	Investigación	en	SIDA	(RETIC-
RIS)	del	Instituto	Carlos	III,	junto	con	los	grupos	de	investigación	del	Dr.	Cecilio	López,	
de	 la	 Unidad	 de	 Virología	 Molecular,	 del	 Centro	 Nacional	 de	 Microbiología	 (CNM,	
perteneciente	al	ISCiii);	y	el	grupo	del	Dr.	Julià	Blanco,	del	Instituto	de	Investigación	
del	Sida	IrsiCaixa.	Asimismo,	los	resultados	que	aquí	serán	descritos,	corresponden,	al	
trabajo,	 con	 el	 que	 contribuimos,	 en	 nuestro	 laboratorio,	 a	 dicha	 investigación,	
publicada	 en	 el	 artículo	 de	 2018	 “Viral	 Characteristics	 Associated	with	 the	 Clinical	
Nonprogressor	 Phenotype	 Are	 Inherited	 by	 Viruses	 from	 a	 Cluster	 of	 HIV-1	 Elite	
Controllers”	 (Casado	 et	 al.	 2018),	 del	 que	 soy	 coautor	 (Artículo	 incluido	 en	 el	
apartado	 8.	 ANEXO	 DE	 PUBLICACIONES),	 durante	 el	 desarrollo	 de	 esta	 Tesis	
Doctoral.	 Las	 conclusiones	 derivadas	 de	 estos	 resultados	 concretos,	 se	
complementarán	 y	 cobrarán	 importancia,	 por	 lo	 tanto,	 en	 el	 contexto	 del	 estudio	
completo,	como	será	reflejado,	de	manera	lógica,	en	el	apartado	de	“DISCUSIÓN”	del	
manuscrito	de	esta	Tesis	Doctoral.	
	
	
4.1.1.	 Las	 Env	 de	 pacientes	 LTNP-EC	 del	 clúster	 estudiado,	 producen	 una	
escasa	 infección,	 en	 comparación	 con	 Env	 control	 y	 de	 pacientes	 crónicos	
progresores:	
	
Fruto	de	décadas	de	trabajo	en	la	investigación	del	virus	del	VIH-1	en	España,	por	
parte	de	nuestros	colaboradores,	 los	doctores	Cecilio	López	y	Concepción	Casado,	
podíamos	 disponer	 en	 este	 proyecto	 de	 los	 plásmidos	 de	 Env	 procedentes	 de	
pacientes	de	diferentes	grupos	de	 control	de	 la	 enfermedad	 (Casado	et	 al.	 2013),	
para	estudiar	su	 funcionalidad	e	 importancia	en	 los	procesos	que	conciernen	a	 la	
entrada	viral	(descripción	detallada	de	la	procedencia	y	selección	de	las	Env	objeto	
de	estudio,	así	como	las	Env	control,	en	el	apartado	“MATERIALES	Y	MÉTODOS”).	
Para	 estudiar	 si	 las	 Env	 aisladas	 y	 seleccionadas	 de	 los	 pacientes	 LTNP-EC	 eran	
responsables	 de	 una	 deficiente	 entrada	 viral,	 en	 comparación	 con	 las	 Env	 de	
referencia	 de	 laboratorio	 SF_162	 y	 89ES_061,	 así	 como	 frente	 a	 las	 Env	 de	
diferentes	 pacientes	 progresores	 crónicos	 seleccionados	 como	 control;	 se	
realizaron	ensayos	de	infección	viral,	que	nos	permitieron	producir,	sobre	el	mismo	
cuerpo	 viral	 pNL4-3.Luc.R-E-,	 partículas	 virales	 de	 un	 solo	 ciclo	 que	 contenían	 el	
gen	 reportero	Luc	 (Luciferasa),	 con	 cada	una	de	 las	Env	que	queríamos	 estudiar,	
para	 infectar	 entonces	 células	 permisivas	 CEM.NKR-CCR5	 en	 una	 cantidad	 de	
pseudovirus	igual	para	cada	condición	y,	cuantificar	en	estas	la	infección	producida,	
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a	través	de	la	señal	de	luz	generada	por	la	actividad	de	la	proteína	luciferasa	(Fig.	
1).	
	

	
Podemos	 observar	 cómo,	 en	 comparación	 con	 las	 Env	 de	 referencia	 (barras	 en	
histograma	 Fig.	 1)	 y	 los	 controles	 derivados	 de	 pacientes	 progresores	 crónicos	
(barras	 gris	 claro	 Fig.	 1),	 las	 Env	 objeto	 de	 estudio	 (barras	 gris	 oscuro	 Fig.	 1)	
producían	 una	 señal	 significativamente	 inferior	 (p=0,0002),	 es	 decir,	 estas	 Env	
infectaban	 en	 menor	 medida	 en	 nuestros	 experimentos.	 La	 deficiente	 capacidad	
para	 promover	 esta	 primera	 etapa	 de	 la	 infección	 viral,	 por	 parte	 de	 estas	 Env,	
concuerda	 con	 el	 perfil	 clínico	 LTNP-EC	 de	 los	 pacientes	 del	 clúster	 del	 que	
provienen.		
	
	
4.1.2.	 Las	 Env	 de	 pacientes	 LTNP-EC	 del	 clúster	 estudiado,	 promueven	 una	
menor	acetilación	de	la	a-tubulina	en	el	proceso	de	la	entrada	viral:	
	

Figura	 1.	 Análisis	 de	 la	 eficiencia	 en	 la	 entrada	 viral	 de	 diferentes	 proteínas	 de	 la	 Env	 de	 VIH-1,	
procedentes	 de	 pacientes	 LTNP-EC	 y	 pacientes	 control.	 Ensayo	 mediante	 la	 lectura	 de	 la	 actividad	
luciferasa,	 para	 medir	 la	 infección	 y	 entrada	 viral	 en	 células	 permisivas	 CEM.NKR-CCR5,	 a	 través	 de	
pseudovirus	producidos,	usando	pNL4-3.Luc.R-E-	,	con	Env	pertenecientes	al	clúster	de	pacientes	LTNP-
EC	(barras	grises	oscuras)	y	de	progresores	(barras	grises	claras).	Las	barras	negras	corresponden	a	Env	
de	referencia.	Como	control	se	usa	anticuerpo	neutralizante	anti-CD4	(5µg/mL),	para	establecer	la	línea	
base	de	infección	no	productiva,	en	cada	una	de	las	condiciones	(n=10,	cada	experimento	realizado	por	
triplicados,	se	indica	el	P-valor	obtenido	comparando	la	diferencia	medianas	entre	ambos,	aplicando	un	
test	no	paramétrico	de	Mann-Whitney.	Medida	de	la	actividad	luciferasa	en	unidades	arbitrarias	de	luz	
(a.u).	Esta	figura	corresponde	a	la	figura	2	B)	del	trabajo	de	Casado	y	colaboradores	(Casado	et	al.	2018).	
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Teniendo	 en	 cuenta	 que	 se	 ha	 descrito	 que,	 para	 que	 se	 produzca	 una	 infección	
eficiente	 en	 el	VIH-1,	 el	 contacto	 entre	 la	 proteína	 gp120	de	 la	Env	 y	 el	 receptor	
CD4	de	las	células	permisivas	ha	de	promover	una	reorganización	del	citoesqueleto	
por	acetilación	de	la	a-tubulina,	suficiente	para	superar	la	barrera	que	presenta	la	
enzima	HDAC6	endógena,	mediante	su	actividad	catalítica	desacetiladora	de	 la	a-
tubulina	 acetilada	 (Valenzuela-Fernández	 et	 al.	 2005);	 se	 evaluó,	 entonces,	 la	
capacidad	 de	 las	 Env	 de	 pacientes	 LTNP-EC	 que	 estábamos	 estudiando,	 para	
promover	 dicha	 señalización,	 que	 produciría	 la	 estabilización	 de	 la	 a-tubulina	
acetilada,	 con	 respecto	 a	 la	 capacidad	para	promover	 el	mismo	 fenómeno,	 de	 las	
Env	de	pacientes	progresores	y	Env	de	referencia.		
	
Se	 desarrollaron	 para	 ello,	 experimentos	 de	 infección	 temprana	 de	 células	
permisivas	CEM.NKR-CCR5,	usando	pseudovirus	producidos	con	las	diferentes	Env	
descritas.	De	estas	células	infectadas	se	realizaron	ensayos	bioquímicos	de	western	
blot	 (Fig.	2),	 para	 cuantificar	 el	 nivel	de	 acetilación	de	 la	a-tubulina,	 relacionado	
pues,	con	las	señales	que	promueven	las	primeras	fases	de	la	infección.	
	

	

	
En	estos	experimentos	se	observa	que,	las	Env	procedentes	de	los	pacientes	LTNP-
EC	 (barras	 gris	 oscuro	 Fig.	 2)	 promovían	 una	 estabilización	 de	 la	 a-tubulina	
significativamente	 menor	 (p<0,0001)	 que	 si	 las	 comparábamos	 con	 la	 Env	 de	
referencia	BaL.01	(barra	negra	Fig.	2),	así	como	frente	a	 las	Env	del	grupo	de	 los	

Figura	2.	Efecto	de	las	diferentes	Env	de	VIH-1	en	la	acetilación	de	la	α-tubulina.	a)	Análisis	cuantitativos	
por	westet	blot	de	 la	acetilación	de	tubulina,	 inducida	por	 las	Env	procedentes	de	LTNP-EC,	en	células	
permisivas	CEM.NKR-CCR5,	comparada	con	 las	Env	de	cepas	virales	de	pacientes	progresores	crónicos	
(CP)	y	Env	de	referencia.	Se	representa	el	ratio	de	tubulina	acetilada	frente	al	total	de	tubulina	de	cada	
condición,	 en	 el	 experimento	 representativo	 seleccionado.	 b)	 En	 las	 mismas	 condiciones	 descritas,	
histogramas	mostrando	las	cuantificaciones	la	α-tubulina	acetilada,	frente	a	la	cantidad	total	de	tubulina	
(n=6,	media	 +/-	 SEM).	 Se	 indica	 el	P-valor	obtenido	aplicando	un	 test	 t	 Student.	Ratios	de	α-tubulina	
acetilada	/	α-tubulina	en	unidades	arbitrarias	de	luz	(a.u).	Esta	figura	corresponde	a	las	figuras	5	A)	y	B)	
del	trabajo	de	Casado	y	colaboradores	(Casado	et	al.	2018).	
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progresores	 crónicos	 (barras	 blancas	 Fig.	 2)	 (p=0,0001),	 las	 cuales,	 de	 hecho,	
presentaban	una	estabilización	de	 la	a-tubulina	estadísticamente	no	diferenciable	
de	la	promovida	por	BaL.01.	
	
	
4.1.3.	 Las	 Env	 de	 pacientes	 LTNP-EC	 del	 clúster	 estudiado,	 promueven	 una	
insuficiente	 reorganización	 del	 citoesqueleto	 de	 actina	 hacia	 un	 polo	 de	 la	
célula	(“capping”),	fenómeno	necesario	para	la	correcta	entrada	viral:	

	
Así	 como	 habíamos	 descrito	 la	 deficiente	 señalización	 para	 modificar	 el	
citoesqueleto,	 incrementando	 la	acetilación	de	 la	a-tubulina,	por	parte	de	 las	Env	
de	 los	 pacientes	 del	 clúster	 LTNP-EC,	 teníamos	 que	 estudiar	 si	 otro	 proceso,	
también	característico	de	la	señalización	de	Env	sobre	su	receptor	CD4	y,	necesario	
en	 la	 infección	 viral,	 estaba	 ocurriendo.	 Este	 es	 el	 proceso	 conocido	 como	
“capping”;	 una	 serie	 de	 eventos	 que	 desencadenan	 la	 reorganización	 del	
citoesqueleto	de	actina	para	permitir	el	acumulo	de	los	receptores	y	correceptores	
celulares,	usados	por	el	virus,	en	una	estructura	polarizada	de	tipo	pseudópodo	y,	
que	 es	 fundamental	 para	 la	 entrada	 viral	 (Jiménez-Baranda	 et	 al.	 2007;	 Barrero-
Villar	et	al.	2009;	García-Expósito	et	al.	2013).	Es	más,	se	describe	como,	la	eficiente	
infección	por	VIH-1	 se	produce	 cuando	 las	 señales	promovidas	por	 la	Env	 son	 lo	
suficientemente	fuertes	para	la	presentación	de	este	fenómeno	del	“capping”,	en	al	
menos,	 entre	 el	 20	 y	 el	 30%	de	 las	 células	 del	 experimento	 (Barrero-Villar	 et	 al.	
2009;	García-Expósito	et	al.	2013).	
	
Mediante	microscopía	confocal	de	fluorescencia,	se	analizó	y	cuantificó	la	aparición	
de	 este	 fenómeno	 de	 polarización	 del	 citoesqueleto	 de	 actina	 en	 estructuras	 de	
pseudópodo,	 así	 como	 la	 colocalización	 con	 la	 a-tubulina	 acetilada,	 en	 células	
permisivas	CEM.NKR-CCR5,	las	cuales	habían	sido	infectadas	con	pseudovirus	que	
portaban	varias	de	nuestras	Env	de	pacientes	LTNP-EC,	así	como	Env	de	pacientes	
progresores	crónicos	y	Env	de	referencia	control	(Fig.	3).			
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Con	 estos	 experimentos	 observamos	 que	 tanto	 las	 Env	 de	 referencia	 BaL.01	 y	
SF162,	 como	 la	 Env	 seleccionada	 de	 paciente	 controlador	 IV_10_5,	 promovían	 la	
codistribución	 de	 la	 a-tubulina	 acetilada	 y	 la	 F-actina	 en	 estructuras	 de	

						

Figura	3.	Efecto	de	las	diferentes	proteínas	Env	de	VIH-1	en	la	reorganización	de	la	α-tubulina	acetilada	
y	 la	 F-actina,	 para	 la	 formación	 del	 fenómeno	 del	 “capping”.	 Imágenes	 de	microscopía	 fluorescente	
confocal	 representativas	 de	 la	 redistribución	 de	 la	 tubulina	 acetilada	 y	 del	 citoesqueleto	 de	 actina,	
dando	lugar	a	la	formación	de	pseudópodos,	en	diferentes	condiciones	de	células	permisivas,	infectadas	
con	pseudovirus	portando	Env	 control	de	 referencia,	 Env	 de	 LTNP-EC,	así	 como	 células	no	 infectadas	
control.	Las	imágenes	compuestas	muestran	el	núcleo	de	las	células,	marcado	con	DAPI	(4	',6-diamidino-
2-fenilindol).	Cada	imagen	muestra	un	experimento	representativo	de	6,	donde	el	porcentaje	se	obtiene	
del	contaje	en	campos,	de	las	células	que	muestran	dicho	patrón,	por	cada	150	de	estas.	Se	indica	el	P	
valor	obtenido	aplicando	un	test	t	Student.	Se	muestra	un	esquema	que	representa	 las	morfologías	y	
perfiles	del	 citoesqueleto	observados.	Esta	figura	corresponde	a	 la	 figura	5	C)	del	trabajo	de	Casado	y	
colaboradores	(Casado	et	al.	2018).	
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pseudópodo	características	del	“capping”,	en	porcentajes	del	44,7,	30,7	y	el	26,3%	
respectivamente	 (Fig.	 3	 centro).	 Estos	 porcentajes	 eran	 significativamente	
diferentes	(p=0,0061)	a	los	mostrados	por	las	Env	de	pacientes	LTNP-EC	ensayadas	
(Fig.	3	abajo),	las	cuales	mostraban	este	fenómeno	solo	entre	un	14,5	y	un	16,6	%	
de	 las	 células	 contabilizadas	 en	 campos	 aleatorios.	 Este	 bajo	 porcentaje	 indicaba	
una	 deficiencia	 en	 estas	 Env	 para	 mediar	 en	 la	 reorganización	 de	 la	 F-actina	 e	
inducir	el	“capping”	y,	por	ende,	una	débil	actividad	señalizadora	sobre	CD4	de	las	
Env	de	estos	pacientes	LTNP-EC	en	el	proceso	de	entrada	viral.	
	
	
4.1.4.	Revertir	las	mutaciones	de	una	Env,	que	la	diferenciaban	del	resto	del	
clúster,	hace	que	reduzca	su	infectividad	a	un	nivel	comparable	a	otra	de	las	
Env	LTNP-EC	estudiadas:	
	
Una	de	las	Env	del	clúster	LTNP-EC	estudiado,	la	denominada	AS7,	provenía	de	una	
paciente	de	la	que	no	se	había	podido	seguir	la	evolución	clínica	y	solo	se	disponía	
de	una	muestra,	con	virus	detectable,	de	1989.	Esta	Env	poseía	11	mutaciones	de	
aminoácidos	 inusuales	 que	 se	 habían	 descrito	 características	 de	 este	 clúster	
(Casado	 et	 al.	 2013),	 pero	 también	 presentaba	 3	 mutaciones	 adicionales	 que	 la	
diferenciaban	del	 resto	de	Env	de	virus	del	 clúster.	Nuestros	 colaboradores	de	 la	
Unidad	de	Virología	Molecular	del	CNM	(ISCiii)	de	Madrid	lograron	revertir	dichas	
mutaciones	a	los	residuos	presentes	en	el	resto	de	Env	del	clúster	estudiado,	dando	
lugar	a	las	Env	mutantes:	AS7_I140T,	AS7_V279A	y	AS7_I400T,	con	mutaciones,	en	
la	 subunidad	 gp120	 del	 complejo	 viral	 Env,	 en	 los	 residuos	 de	 aminoácido	 140	
(región	 o	 dominio	 variable	 V1),	 279	 (dominio	 constante	 C2)	 y	 400	 (dominio	
variable	V4),	respectivamente.	
	
Para	 analizar	 la	 funcionalidad	 de	 dichas	 Env,	 se	 realizaron	 ensayos	 de	 infección	
viral	donde	produjimos	pseudovirus	con	estas	Env	mutantes,	así	como	con	la	Env	
AS7	 original,	 la	 Env	 del	 clúster	 LTNP_1_12	 y	 la	 Env	 de	 referencia	 BaL.01,	 como	
control.	Estas	envueltas	se	produjeron	sobre	el	mismo	cuerpo	viral	pNL4-3.Luc.R-E-
,	de	manera	que	pudiésemos	generar	partículas	virales	de	un	solo	ciclo	conteniendo	
el	 gen	 reportero	 luc,	 con	 las	 que	 infectar	 células	 permisivas	 CEM.NKR-CCR5,	 en	
cantidades	 de	 pseudovirus	 sincrónicas	 y,	 cuantificar	 la	 infección	 producida	
midiendo	la	señal	de	luz		debida	a	la	actividad	de	la	proteína	Luciferasa	(Fig.	4).	
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A	la	vista	de	estos	experimentos	se	observa	que,	mientras	que	la	Env	AS7	original	
presentaba	cierta	infección,	limitada	pero	detectable,	las	Env	mutantes	AS7_I140T	
y	AS7_V279A	presentaban	 una	 señal	 cercana	 a	 la	 señal	 basal	 y	 a	 la	 condición	 de	
inhibición	mediante	el	anticuerpo	anti-CD4	(5µg/mL),	de	manera	comparable	a	 la	
observada	 en	 la	 Env	 LTNP_1_12.	 Sin	 embargo,	 la	 Env	 con	 la	 mutación	 sobre	 el	
dominio	V4,	AS7_I400T,	seguía	demostrando	una	 infección	 limitada	comparable	a	
la	Env	AS7	de	la	que	provenía.	
	
Se	comprobaba	de	esta	forma	que	ciertos	residuos	de	aminoácidos	inusuales	en	la	
proteína	 gp120	 Env,	 característicos	 de	 este	 clúster,	 estaban	 relacionados	 con	 su	
limitada	funcionalidad	para	mediar	la	infección	viral.		

	
	
	
	

Figura	 4.	 Análisis	 de	 la	 eficiencia	 en	 la	 entrada	 viral	 de	 Env	 mutantes	 derivadas	 del	 virus	 AS7,	 con	
mutaciones	que	revierten	su	secuencia	a	la	presente	en	las	Env	del	clúster	LTNP-EC.	Ensayo	mediante	la	
lectura	de	la	actividad	luciferasa,	para	medir	la	infección	y	entrada	viral	en	células	permisivas	CEM.NKR-
CCR5,	 a	 través	 de	 pseudovirus	 producidos,	 usando	 pNL4-3.Luc.R-E-	 ,	 con	 la	 Env	 AS7,	 así	 como	 los	
mutantes	derivados	de	esta:	AS7_I140T,	AS7_V279A	y	AS7_I400T.	Se	incluyen	también	como	control,	la	
Env	del	clúster,	LTNP_1_12	y	la	de	Env	de	referencia	BaL.01.	Se	incluyen	réplicas	de	cada	condición	con	
anticuerpo	neutralizante	anti-CD4	(5µg/mL),	para	establecer	la	línea	base	de	 infección	no	productiva	y,	
se	muestra	la	infección	no	dependiente	de	CD4	mediada	por	la	Env	VSV-G,	como	control	de	la	calidad	de	
la	 producción	 viral.	 Código	 de	 color	 del	 histograma	 explicado	 en	 la	 leyenda	 (n=6,	 cada	 experimento	
realizado	 por	 triplicado).	 Medida	 de	 la	 actividad	 luciferasa	 en	 unidades	 arbitrarias	 de	 luz	 (a.u).	 Esta	
figura	corresponde	a	la	figura	6	B)	del	trabajo	de	Casado	y	colaboradores	(Casado	et	al.	2018)	
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4.2.	HDAC6	INTERACCIONA	CON	PR55-GAG	Y	PROMUEVE	SU	DEGRADACIÓN,	Y	
ESTE	FENÓMENO	OCURRE	DE	MANERA	 INDEPENDIENTE	A	SU	DOMINIO	BUZ	
DE	UNIÓN	A	UBIQUITINA:	
	
4.2.1.	Los	constructos	de	HDAC6	delecionados	en	el	dominio	BUZ,	inducen	la	
degradación	 de	 Pr55-Gag	 con	 una	 eficiencia	 comparable	 a	 los	 constructos	
funcionales	completos	wt-HDAC6:	
	
Teniendo	 en	 cuenta,	 experimentos	 y	 trabajos	 previos	 de	 nuestro	 laboratorio,	
algunos	 publicados	 en	 artículos	 de	 revistas	 científicas	 indexadas	 (Valera	 et	 al.	
2015;	Marrero-Hernandez	et	al.	2019;	de	Armas-Rillo	2017)	donde	se	evidenciaba	
la	afectación	de	la	estabilidad	de	Pr55-Gag	por	parte	de	HDAC6,	se	hacía	necesaria	
una	más	profunda	caracterización	de	 las	características	de	 la	 relación	entre	estas	
dos	proteínas	y	la	interacción,	si	finalmente	la	hubiese,	entre	las	mismas.	
	
Queríamos	dilucidar	si	había	una	de	la	influencia	o	si	era	necesario	el	dominio	BUZ	
(Kawaguchi	et	al.	2003)	para	la	acción	degradativa	o	desestabilizadora	de	la	enzima	
HDAC6	 sobre	 la	 poliproteína	 del	 VIH-1	 Pr55-Gag.	 Este	 dominio	 aparece	 en	 la	
literatura	científica	definido	también	como	ZnF-UBP	(Seigneurin-Berny	et	al.	2001),	
DAUP	 (en	 inglés,	 “deacetylase-ubiquitin-specific	 protease”)	 (Amerik,	 Li,	 and	
Hochstrasser	 2000),	 dedo	 HUB	 (en	 inglés,	 “HDAC6-,	 USP3-	 and	 BRAP2-related”)	
(Bertos,	 Wang,	 and	 Yang	 2001)	 y	 PAZ	 (en	 inglés,	 “polyubiquitin-associated	 zinc	
finger”)	(Hook	et	al.	2002);	pero,	consensualmente,	en	este	trabajo,	nos	referiremos	
al	mismo,	como	dominio	BUZ.	La	influencia	de	BUZ	en	esta	acción	degradativa,	en	
un	principio	resultaba	previsible,	debido	a	la	reconocida	afinidad	del	dominio	BUZ	
de	HDAC6	por	 la	ubiquitina	 (Valera	 et	 al.	 2015)	y	 a	 la	 capacidad	de	Pr55-Gag	de	
mono	o	di-ubiquitinarse	en	ciertas	lisinas	ubicadas	en	sus	diferentes	dominios,	un	
proceso	 que	 se	 había	 descrito	 fundamental	 para	 su	 unión	 a	 membrana	 y	 la	
gemación	de	 los	nuevos	viriones	 formados	(Jäger,	Gottwein,	and	Kräusslich	2007;	
Sette	et	al.	2013).	Además,	experimentos	previos	del	laboratorio	apuntaban	en	esta	
dirección.	
	
Por	 ello,	 para	 poder	 caracterizar	 esta	 influencia	 de	 BUZ	 y	 describir,	 más	
profundamente,	 de	 qué	manera	 HDAC6	mediaba	 la	 degradación	 de	 Pr55-Gag,	 se	
realizaron	 estudios	 bioquímicos,	 mediante	 análisis	 de	 western	 blot,	 donde	 se	
expresaba,	 en	 células	 HEK-293T,	 el	 cuerpo	 viral	 pNL4-3.Luc.R-E-,	 junto	 con	 la	
proteína	 Env	 de	 referencia	 de	 VIH-1	 BaL.01,	 en	 condiciones	 de	 sobreexpresión	
sucesiva	 de	 1	 y	 2	 µg,	 de	 tres	 constructos	 diferentes	 de	 HDAC6	marcados	 con	 la	
etiqueta	 proteica	 “Influenza	 haemagglutinin”	 (HA)	 en	 su	 extremo	 N-terminal:	 el	
constructo	 de	 HDAC6	 funcional,	 en	 su	 forma	 completa	 o	 salvaje	 (wt-HDAC6),	 su	
doble	mutante,	 inactivo	 en	 su	 función	 desacetilasa	 en	 sus	 dominios	 hdac	 (“dead-
mutant”	 (dm)-HDAC6),	 y	 el	 mutante	 objeto	 de	 estudio,	 el	 constructo	 de	 HDAC6	
delecionado	en	el	dominio	BUZ	(HDAC6-∆BUZ).	Se	cuantificó	entonces	la	cantidad	
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de	Pr55-Gag	como	medida	resultante	de	la	degradación	por	parte	de	cada	variante	
de	HDAC6	(Figura	5).	
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Podemos	 observar,	 a	 partir	 de	 estos	 experimentos,	 como	 a	 medida	 que	 el	
constructo	HDAC6-∆BUZ	era	sobreexpresado,	 la	variación	en	la	cantidad	de	Pr55-
Gag	 (Fig.5	 b)	 presentaba	 una	 tendencia	 a	 la	 baja	 y,	 de	 hecho,	 cuando	 se	
sobreexpresaron	 2	 µg	 de	 este	 constructo	 carente	 del	 dominio	 BUZ,	 la	medida	 de	
Pr55-Gag	 era	 significativamente	 menor	 (p<0,05)	 a	 la	 condición	 control	 sin	
expresión	de	ningún	HDAC6	de	origen	exógeno.	Asimismo,	la	degradación	causada	
por	 las	 dos	 cantidades	 expresadas	 de	HDAC6-∆BUZ	 era	 comparable	 a	 la	 causada	
por	las	mismas	cantidades	de	constructo	funcional	wt-HDAC6	(no	había	diferencia	
significativa	 entre	 ambas).	 Dicho	 constructo	wt-HDAC6	manifestaba	 también	 una	
diferencia	 significativa	 en	 la	 medida	 de	 Pr55-Gag,	 en	 la	 condición	 de	 2	 µg,	 en	
concordancia	con	 la	degradación	de	Pr55-Gag	por	parte	de	HDAC6	ya	descrita.	El	
constructo	 con	 mutaciones	 en	 ambos	 dominios	 catalíticos,	 que	 impiden	 su	
actividad	desacetiladora,	también	presentaba	una	variación	en	la	cantidad	de	Pr55-
Gag,	 que	 se	 manifestaba	 de	 manera	 significativa	 (p<0,01)	 cuando	 se	
sobreexpresaban	2	µg.	Se	analizó	también	la	variación	en	la	cantidad	de	a-tubulina	
acetilada	 (Fig.5	 c),	 como	medida	 de	 la	 actividad	 catalítica	 de	 los	 constructos	 de	
HDAC6	expresados.	El	nivel	de	 la	a-tubulina	acetilada	en	 los	constructos	HDAC6-
∆BUZ	y	wt-HDAC6	descendía	de	manera	significativa	(p<0,001)	en	las	condiciones	
de	2	µg,	frente	al	control	negativo,	indicando	una	intensa	actividad	desacetilasa	en	
esas	cantidades,	mientras	que	el	constructo	con	dicha	actividad	catalítica	impedida,	
no	 mediaba	 un	 descenso	 e,	 incluso,	 presentaba	 un	 incremento,	 ligero	 pero	
significativo,	(p<0,05)	al	sobreexpresar	2	µg.	
	
En	 este	 experimento,	 la	 ausencia	 del	 dominio	 BUZ	 no	 resultaba	 un	 impedimento	
para	la	eficaz	acción	degradativa	del	HDAC6-∆BUZ	sobre	Pr55-Gag,	de	manera	que	
promovía	 una	 degradación	 comparable	 a	 la	 forma	 completa	wt-HDAC6.	 Por	 otro	
lado,	si	bien	la	actividad	desacetiladora	a-tubulina	estaba	claramente	mermada	en	
el	mutante	dm-HDAC6	usado,	se	observaba	una	variación	en	 la	cantidad	de	Pr55-
Gag	al	llegar	a	los	2	µg	de	sobreexpresión	de	este	constructo.	

Figura	 5.	 Efecto	 de	 la	 enzima	 HDAC6	 en	 la	 estabilidad	 de	 Pr55-Gag,	 evaluando	 la	 influencia	 de	 sus	
dominios	 catalíticos	 y	 BUZ	a)	 Imagen	 representativa	 de	 análisis	 cuantitativos,	 por	western	 blot,	 de	 la	
degradación	de	Pr55-Gag,	mediante	la	sobreexpresión	en	HEK-293T	de	HA-wt-HDAC6,	HA-dm-HDAC6	y	
HA-HDAC6-∆BUZ	 (1	 µg	 y	 2	 µg,	 cada	 uno,	 sucesivamente),	 cotransfectando	 con	 cuerpo	 viral	 pNL4-
3.Luc.R-E-	 (1	 µg)	 y	 envuelta	 de	 referencia	 de	 VIH	 BaL.01	 (1µg).	 Se	 muestra	 la	 banda	 de	 α-tubulina	
acetilada,	como	control	de	 la	actividad	catalítica	de	HDAC6.	Los	valores	mostrados	corresponden	a	 los	
ratios	 de	 Pr55-Gag	 frente	 al	 total	 de	 tubulina	 de	 cada	 condición,	 en	 el	 experimento	 representativo	
seleccionado.	 Control	 de	 carga	 total	 representado	 por	 la	 α-tubulina.	 b)	 En	 las	 mismas	 condiciones	
descritas,	 cuantificación	 de	 la	 degradación	 de	 Pr55-Gag,	 valores	 normalizados	 por	 los	 valores	 de	
tubulina,	 respecto	 al	 control,	 expresando	 el	 cuerpo	 viral	 y	 la	 envuelta,	 sin	 sobreexpresión	 de	 ningún	
constructo	 de	 HDAC6.	 c)	 En	 las	 mismas	 condiciones	 descritas,	 cuantificación	 de	 la	 cantidad	 de	 α-
tubulina	 acetilada	 frente	 a	 la	 cantidad	 de	 α-tubulina	 total;	 valores	 normalizados	 respecto	 al	 control	
negativo.	(n=5	mínima	de	experimentos	independientes,	media	+/-SEM).	Cuando	se	indique,	*P	<	0,05	;	
**P	 <	 0,01	 y	 ***P	 <	 0,001	 representan	 P-valores	 obtenidos	 aplicando	 un	 test	 t	 Student.	 Ratios	 en	
unidades	arbitrarias	de	luz	(a.u).	
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Los	sobrenadantes	resultantes	de	dichos	experimentos	(Fig.	5),	que	contenían	los	
pseudovirus	formados	bajo	cada	una	de	las	condiciones	descritas,	 fueron	a	su	vez	
sometidos	 a	 una	 cuantificación	 de	 la	 proteína	 viral	 CA-p24	 mediante	 test	 p24-
ELISA	 cuantitativo,	 para	 evaluar	 como	 afectaba	 la	 variante	 HDAC6-∆BUZ	 a	 la	
producción	 viral,	 así	 como	 la	 forma	 wt-HDAC6	 y	 dm-HDAC6,	 de	 manera	 que	
comprobásemos	 si	 había	 alguna	 diferencia	 frente	 a	 estas,	 al	 no	 presentar	 el	
dominio	BUZ	(Fig.	6).	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
En	 todos	 los	 casos	 se	 aprecia	 cómo,	 la	 sobreexpresión	 de	 cualquier	 variante	 de	
HDAC6,	 en	 las	 cantidades	 elegidas	 de	 1	 y	 2	 µg,	 afectaba	 a	 la	 producción	 viral,	
reduciendo	 la	 cantidad	 de	 pseudovirus	 producidos	 muy	 significativamente	
(p<0,0001)	 frente	al	 control,	donde	 se	producían	virus	en	 condiciones	de	HDAC6	
endógeno.	En	sintonía,	por	lo	tanto,	con	los	resultados	obtenidos	cuando	medimos	

Figura	6.	Efecto	de	la	enzima	HDAC6	en	 la	producción	viral,	dependiendo	de	sus	dominios	catalíticos	y	
BUZ.	 Análisis	 cuantitativo	 de	 la	 producción	 viral,	 mediante	 test	 p24-ELISA	 cuantitativo,	 en	
sobrenadantes	 de	 células	HEK-293T	 donde	 se	 han	 sobreexpresado	 constructos	 de	HA-wt-HDAC6,	 HA-
dm-HDAC6	y	HA-HDAC6-∆BUZ	(1	µg	y	2	µg,	cada	uno,	sucesivamente),	cotransfectando	con	cuerpo	viral	
pNL4-3.Luc.R-E-	 (1	µg)	 y	envuelta	de	 referencia	de	VIH	BaL.01	 (1µg).	Valores	normalizados	 respecto	al	
control	negativo	sin	producción	viral.	(n=6	de	experimentos	independientes,	media	+/-SEM).	Se	indica	el	
P	valor	obtenido	aplicando	un	test	t	Student.	Ratios	en	unidades	arbitrarias	de	luz	(a.u).	
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la	degradación	de	Pr55-Gag,	la	producción	viral	se	veía	notablemente	mermada	aun	
en	ausencia	del	dominio	BUZ,	por	 lo	que	se	correspondía	el	perfil	degradativo	de	
HDAC6-∆BUZ	entre	ambos	experimentos	(Fig.	5	y	Fig.	6).	
	
Se	 realizaron	 también	experimentos	similares	pero	esta	vez	probando	cantidades	
menores	 de	 los	 constructos	 de	 HDAC6,	 de	manera	 que	 pudiésemos	 evaluar	 si	 el	
HDAC6-∆BUZ	podía	mostrar	una	diferencia	en	la	degradación	de	Pr55-Gag,	cuando	
se	realizaba	una	sobreexpresión	más	modesta.	Para	ello,	 junto	con	el	cuerpo	viral	
pNL4-3.Luc.R-E-	y	la	envuelta	BaL.01,	se	sobreexpresaron,	en	este	caso,	0,5	y	1	µg,	
de	HDAC6-∆BUZ	frente	a	las	mismas	cantidades	de	wt-HDAC6,	así	como	el	mutante	
truncado	en	su	actividad	catalítica	dm-HDAC6,	también	frente	a	wt-HDAC6,	en	las	
mismas	condiciones	(Fig.7).		
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En	 estos	 experimentos	 observamos	 una	 degradación	 de	 Pr55-Gag	 por	 parte	 del	
constructo	HDAC6-∆BUZ	(Fig.	7	a	y	b)	que	era	significativa	 (p<0,05)	para	ambas	
condiciones	sobreexpresadas	(0,5	y	1	µg)	y	que	no	difería	estadísticamente	de	las	
degradaciones	promovidas	por	la	forma	wt-HDAC6,	aunque	en	estos	experimentos	
concretos,	 la	 degradación	 promovida	 por	 este	 constructo	 funcional,	 a	 0,5	 µg	 de	
sobreexpresión,	 no	 resultaba	 significativa	 en	 comparación	 con	 el	 control,	 mas	 sí	
resultaba	 significativa	 en	 el	 caso	de	 la	degradación	promovida	por	1	µg	de	dicho	
wt-HDAC6.	 En	 estos	 experimentos,	 el	 mutante	 carente	 de	 actividad	 desacetilasa,	
dm-HDAC6	 (Fig.	 7	 c	 y	 d),	 no	 producía	 sino	 una	 tendencia,	 no	 significativa,	 a	
degradar	 Pr55-Gag,	 mientras	 que	 aquí	 la	 forma	 wt-HDAC6	 expresada	 sí	 que	
promovía	 la	 degradación	 de	 Pr55-Gag,	 en	 ambas	 concentraciones	 de	 plásmido	
sobreexpresado,	de	manera	significativa	(0,5	µg	p<0,01;	1	µg	p<0,05).	La	aparente	
actividad	 degradativa	 de	 un	 HDAC6	 carente	 del	 dominio	 BUZ,	 sobre	 Pr55-Gag,	
seguía	 manifestándose	 en	 estas	 condiciones,	 más	 en	 el	 caso	 del	 dm-HDAC6	 no	
promovía	 significativamente,	 con	 estas	 cantidades,	 dicha	 degradación,	 en	
consonancia	con	las	observaciones	previas	de	nuestro	laboratorio	(de	Armas-Rillo	
2017).	
	
Para	 descartar	 un	 posible	 error	 de	 observación,	 en	 los	 datos	 de	 degradación	 de	
Pr55-Gag	por	parte	de	HDAC6-∆BUZ,	debido	a	los	constructos	concretos	marcados	
con	la	etiqueta	HA,	que	estábamos	utilizando,	realizamos	también	estos	ensayos	de	
degradación	 usando	 constructos	 marcados	 con	 la	 etiqueta	 proteica	 fluorescente	
“Discosoma	 Red	 fluorescent	 protein	 (DsRed)”,	 en	 el	 extremo	 N-terminal.	
Sobreexpresamos,	en	líneas	celulares	HEK-293T,	los	constructos	DsRed-wt-HDAC6	
y	 DsRed-HDAC6-∆BUZ,	 sucesivamente,	 en	 cantidades	 de	 0,5	 y	 1	 µg	 de	
sobreexpresión,	 que,	 en	 los	 experimentos	 previos,	 habíamos	 identificado	
suficientes	para	observar	la	degradación	mediada	por	los	constructos	HDAC6-∆BUZ	
y	 wt-HDAC6.	 Con	 los	 lisados	 celulares	 resultantes,	 realizamos	 estudios	
bioquímicos,	mediante	análisis	de	WB,	para	cuantificar	la	degradación	de	Pr55-Gag,	
promovida	por	estos	constructos		DsRed	(Fig.	8).	

Figura	 7.	 Efecto	 de	 la	 enzima	 HDAC6	 en	 la	 estabilidad	 de	 Pr55-Gag,	 evaluando	 la	 influencia	 de	 sus	
dominios	catalíticos	y	BUZ	a)	y	b)	Imágenes	representativas	de	análisis	cuantitativos,	por	western	blot,	
de	 la	degradación	de	Pr55-Gag,	mediante	 la	sobreexpresión	en	HEK-293T	del	constructo	funcional	HA-
wt-HDAC6,	 junto	 con	 uno	 de	 sus	 constructos	 mutantes:	 HA-HDAC6-∆BUZ	 o	 HA-dm-HDAC6,	
respectivamente	 (0,5	µg	y	1	µg,	 cada	uno,	sucesivamente).	Se	 cotransfectaron	con	cuerpo	viral	pNL4-
3.Luc.R-E-	 (1	 µg)	 y	 envuelta	 de	 referencia	 de	 VIH	 BaL.01	 (1µg).	 Se	 muestra	 la	 banda	 de	 α-tubulina	
acetilada,	como	control	de	 la	actividad	catalítica	de	HDAC6.	Los	valores	mostrados	corresponden	a	 los	
ratios	 de	 Pr55-Gag	 frente	 al	 total	 de	 tubulina	 de	 cada	 condición,	 en	 el	 experimento	 representativo	
seleccionado.	Control	de	carga	total	representado	por	la	α-tubulina.	b)	y	d)	En	 las	mismas	condiciones	
descritas,	 cuantificación	 de	 la	 degradación	 de	 Pr55-Gag,	 valores	 normalizados	 por	 los	 valores	 de	
tubulina,	 respecto	 al	 control,	 expresando	 el	 cuerpo	 viral	 y	 la	 envuelta,	 sin	 sobreexpresión	 de	 ningún	
constructo	 de	 HDAC6.	 (n=5	 mínima	 de	 experimentos	 independientes,	 media	 +/-SEM).	 Cuando	 se	
indique,	 *P	<	 0,05	 ;	 **P	<	 0,01	 representan	P-valores	obtenidos	aplicando	un	 test	 t	 Student.	Ratios	en	
unidades	arbitrarias	de	luz	(a.u).	
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Comprobamos	 con	 estos	 experimentos	 que,	 cambiando	 la	 etiqueta	 usada	 para	
marcar	los	constructos,	en	este	caso	DsRed,	la	forma	de	HDAC6	delecionada	en	su	
dominio	BUZ	seguía	promoviendo	el	descenso	de	la	cantidad	de	Pr55-Gag	de	forma	
significativa,	 en	 ambas	 condiciones	 (0,5	 µg	 p<0,01;	 1	 µg	 p<0,001),	 así	 como	
también	 lo	 hacía	 el	 constructo	 funcional	 wt-HDAC6	 (p<0,01,	 ambas	
concentraciones	 de	 plásmido).	 Es	 más,	 las	 degradaciones	 mediadas	 por	 ambos	
constructos	(HDAC6-∆BUZ	y	wt-HDAC6),	en	sintonía	con	los	experimentos	previos	
de	este	objetivo	de	la	tesis,	no	eran	estadísticamente	diferenciables.	
	
	
4.2.2.	 Pr55-Gag	 interacciona	 (coinmunoprecipita)	 con	HDAC6,	 así	 como	 con	
una	forma	carente	del	dominio	BUZ	(HDAC6-∆BUZ):	
	
Una	 vez	 identificada	 una	 afectación	 a	 la	 estabilidad	 de	 Pr55-Gag	 por	 parte	
constructos	 de	 HDAC6	 que	 no	 contenían	 el	 dominio	 BUZ,	 en	 una	 medida	
comparable	a	la	promovida	por	la	forma	wt-HDAC6,	resultaba	necesario	estudiar	si	
había	 una	 interacción	 física	 entre	 estas	 proteínas,	 de	 manera	 que	 debíamos	

Figura	8.	Efecto	de	la	enzima	HDAC6,	fusionada	en	su	extremo	N-terminal	con	otra	etiqueta	fluorescente	
(DsRed),	 en	 la	 estabilidad	 de	 Pr55-Gag,	 evaluando	 la	 importancia	 de	 su	 dominio	 BUZ	 a)	 Imagen	
representativa	 de	 análisis	 cuantitativos,	 por	western	 blot,	 de	 la	 degradación	 de	 Pr55-Gag,	mediante	 la	
sobreexpresión	 en	 HEK-293T	 de	 DsRed-wt-HDAC6	 y	 DsRed-HDAC6-∆BUZ	 (0,5	 µg	 y	 1	 µg,	 cada	 uno,	
sucesivamente),	cotransfectando	con	cuerpo	viral	pNL4-3.Luc.R-E-	(1	µg)	y	envuelta	de	referencia	de	VIH	
BaL.01	 (1µg).	 Se	muestra	 la	 banda	 de	 α-tubulina	 acetilada,	 como	 control	 de	 la	 actividad	 catalítica	 de	
HDAC6.	Los	valores	mostrados	corresponden	a	los	ratios	de	Pr55-Gag	frente	al	total	de	tubulina	de	cada	
condición,	en	el	experimento	representativo	seleccionado.	Control	de	carga	total	representado	por	 la	α-
tubulina.	b)	 En	 las	mismas	 condiciones	descritas,	 cuantificación	de	 la	degradación	de	Pr55-Gag,	 valores	
normalizados	por	los	valores	de	tubulina,	respecto	al	control,	expresando	el	cuerpo	viral	y	la	envuelta,	sin	
sobreexpresión	de	ningún	constructo	de	HDAC6.	(n=4	de	experimentos	 independientes,	media	+/-SEM).	
Cuando	se	indique,	**P	<	0,01	y	***P	<	0,001	representan	P-valores	obtenidos	aplicando	un	test	t	Student.	
Ratios	en	unidades	arbitrarias	de	luz	(a.u).	
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demostrar	 que	 estas	 proteínas	 interaccionaban	 directa	 o	 indirectamente	 y,	
dilucidar	 si	 esta	 interacción	 era	 posible	 entre	 Pr55-Gag	 y	 el	 constructo	 HDAC6-
∆BUZ.		
	
Para	ello	se	realizó	un	ensayo	de	coinmunoprecipitación	que	incluía	tanto	la	forma	
wt-HDAC6	 funcional	de	HDAC6,	como	su	constructo	delecionado	en	BUZ,	HDAC6-
∆BUZ,	para	averiguar	si	estos	interaccionaban	con	Pr55-Gag.	
	
Se	sobreexpresaron,	en	células	HEK-293T,	los	constructos	de	HDAC6	marcados	con	
la	etiqueta	HA	en	el	extremo	N-terminal,	HA-wt-HDAC6	y	HA-HDAC6-∆BUZ,	 junto	
con	el	constructo	de	Pr55-Gag	clonado	en	fase	de	 lectura	en	el	gen	de	 la	proteína	
verde	fluorescente	EGFP,	de	manera	que,	mediante	el	empleo	de	bolas	magnéticas	
con	 anticuerpos	 acoplados	que	 reconocen	 las	proteínas	EGFP	y	HA,	 usadas	 como	
etiqueta,	 pudiésemos	 arrastrar	 las	 proteínas	marcadas	 de	 los	 lisados	 celulares	 y	
comprobar	 si	 detectábamos	 la	 proteína	 contraparte,	 en	 caso	 de	 existir	 la	
interacción.	 Estos	 experimentos	 se	 realizaron,	 arrastrado	 paralelamente,	 bien	 a	
través	de	EGFP	(desde	Gag-EFGP)	o	bien	a	través	bien	del	marcador	HA	(desde	los	
constructos	de	HDAC6).	Cabe	destacar	que,	debido	a	 la	 conocida	afinidad	por	 los	
ácidos	 nucleicos	 del	 dominio	 NC	 de	 Pr55-Gag	 (De	 Guzman	 et	 al.	 1998),	 estos	
experimentos	 se	 realizaron	 añadiendo	 la	 ribonucleasa	 degradativa	 del	 ARN	
monocatenario,	 RNAsa	 A	 (1	 mg/mL),	 en	 todas	 las	 condiciones,	 descartando	 así	
posibles	 interacciones	 mediadas	 por	 ácidos	 nucleicos.	 Se	 realizaron	 análisis	
bioquímicos	mediante	la	técnica	de	western	blot	con	los	lisados	resultantes	de	estas	
coinmunoprecipitaciones	 (Fig.	 9	 a	 y	 b),	 así	 como	 con	 los	 lisados	 originales,	
monstrando	 la	 carga	 total	 de	 proteína	 (“input”),	 de	 los	 que	 derivan	 estas,	 para	
comprobar	 la	 correcta	 expresión	 de	 todos	 los	 constructos	 incluidos	 en	 el	
experimento	(Fig.	9	c	y	d).	
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Se	puede	apreciar	en	estos	experimentos	paralelos	como,	cuando	arrastrábamos	el	
constructo	 Gag-EGP,	 podíamos	 detectar	 tanto	 la	 forma	 wt-HDAC6	 como	 HDAC6-
∆BUZ,	 en	 sus	 respectivos	 lisados,	 así	 como	 el	 HDAC6	 endógeno,	 cuando	 no	
sobreexpresábamos	 ninguna	 forma	 de	 esta	 enzima	 (Fig.	 9	 a).	 Asimismo,	 cuando	
arrastrábamos	 los	 constructos	 de	HDAC6	 a	 través	 de	 su	 etiqueta	HA,	 tanto	 en	 el	
caso	de	HA-wt-HDAC6	como	con	el	constructo	HA-HDAC6-∆BUZ,	detectábamos	 la	
presencia	de	 la	proteína	Pr55-Gag	en	el	 lisado	sometido	a	coinmunoprecipitación	
(Fig.	9	b).	Por	 lo	 tanto,	podíamos	describir	una	 interacción	directa	o	 indirecta	de	
Pr55-Gag	con	HDAC6,	donde	la	presencia	del	dominio	BUZ	de	unión	a	ubiquitina	no	
era	 fundamental	 para	 la	 interacción	 entre	 estas	 proteínas.	 Dicha	 observación,	

Figura	9.	Co-IP	de	HDAC6	y	Pr55-Gag.	Estudio	de	 la	habilidad	de	HDAC6,	con	o	sin	su	dominio	BUZ,	de	
coinmunoprecipitar	 con	 Pr55-Gag	 a)	 Imagen	 de	western	 blot	 de	 la	 fracción	 sometida	 a	 incubación	 y	
coinmunoprecipitación,	 con	 anticuerpo	 anti-EGFP,	 de	 lisados	 celulares	 de	HEK-293T	 expresando	 Gag-
EGFP,	cotransfectado	con	HA-wt-HDAC6	y		HA-HDAC6-∆BUZ	(1	µg,	cada	uno,	sucesivamente)	b)	Al	igual	
que	en	a),	lisados	celulares	de	HEK-293T	expresando	Gag-EGFP,	cotransfectado	con	HA-wt-HDAC6	y	HA-
HDAC6-∆BUZ	 (1	 µg,	 cada	 uno,	 sucesivamente),	 son	 incubados	 y	 coinmunoprecipitados,	 esta	 vez	 con	
anticuerpo	anti-HA.	c)	y	d)	corresponden	a	las	imágenes	de	análisis	por	western	blot	de	las	fracciones	de	
los	respectivos	 lisados	celulares	de	a)	y	b),	sin	haber	 sido	sometidas	a	coinmunoprecipitación.	Control	
de	carga	representado	por	la	α-tubulina.	Las	incubaciones	se	realizan	en	presencia	de	enzima	RNAsa	A	
(1	mg/mL),	para	descartar	posibles	interacciones	mediadas	por	ácidos	nucleicos.	

+ RNAsa A 
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además,	 estaba	 en	 consonancia	 con	 los	 experimentos	 previos,	 donde	
encontrábamos	 que	 la	 degradación	 mediada	 por	 el	 constructo	 HDAC-∆BUZ	 era	
comparable	a	la	que	promovía	la	forma	funcional	wt-HDAC6	de	la	enzima.	
	
	
4.2.3.	 HDAC6-∆BUZ	 promueve	 la	 degradación	 de	 Pr55-Gag	 por	 la	 ruta	
autofágica,	de	forma	comparable	a	la	enzima	HDAC6:	

	
El	trabajo	realizado	por	nuestro	equipo	de	investigación	había	demostrado	que	la	
degradación	de	la	poliproteína	Pr55-Gag	promovida	por	la	enzima	HDAC6	ocurría,	
al	menos	en	último	término,	por	la	ruta	autofágica,	mediante	el	uso	de	inhibidores	
específicos	de	dicha	ruta	como	la	3-metiladenina	(3-MA)	(Marrero-Hernandez	et	al.	
2019).	 Los	 experimentos	 presentados	 previamente	 en	 el	 desarrollo	 de	 esta	 tesis,	
indicaban	una	degradación	por	parte	de	HDAC6-∆BUZ	comparable	a	la	promovida	
por	 la	 enzima	 completa,	 así	 como	 una	 interacción	 entre	 HDAC6	 y	 Pr55-Gag	 no	
dependiente	de	la	presencia	del	dominio	BUZ.	Pero	si	queríamos	demostrar	que	la	
degradación	 de	 Pr55-Gag,	 por	 parte	 de	 una	 construcción	 de	 HDAC6	 carente	 del	
mencionado	dominio	BUZ,	ocurría	de	manera	equiparable	al	wt-HDAC6,	tenía	que	
cumplirse,	al	menos,	que	la	ruta	de	degradación	siguiese	siendo	la	misma.	
	
Para	 ello,	 se	 realizaron	 análisis	 bioquímicos,	 por	 la	 técnica	 de	 western	 blot,	 de	
lisados	 celulares	 de	 HEK-293T	 donde,	 habíamos	 sobreexpresado	 cantidades	
crecientes	(0,5	y	1	µg)	de	 los	constructos	wt-HDAC6	y	HDAC6-∆BUZ,	 junto	con	el	
cuerpo	viral	pNL4-3.Luc.R-E-	y	 la	envuelta	de	VIH-1	BaL.01,	de	forma	acorde	a	 los	
experimentos	 de	 degradación	 de	 Pr55-Gag	 por	 parte	 de	 HDAC6,	 previamente	
presentados	 en	 este	 trabajo.	 En	 este	 caso,	 se	 sometería	 además	 a	 las	 células	 del	
experimento	a	tratamiento	de	inhibición	de	la	ruta	autofágica,	mediante	el	empleo	
de	3-metiladenina	(3-MA)	(Fig.	10	b).	Paralelamente,	condiciones	equivalentes	del	
experimento	serían	expuestas,	únicamente,	a	la	misma	concentración	del	vehículo	
utilizado	para	la	resuspensión	y	adición	de	dicha	3-Metiladenina,	que	en	este	caso	
es	PBS-1X	(Fig.	10	a).	De	esta	manera	nos	aseguramos	que	dicho	vehículo	no	ejerce	
ninguna	influencia	que	dé	lugar	a	errores	de	observación	en	el	experimento.	
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Figura	10.	La	degradación	de	Pr55-Gag	mediada	por	HDAC6,	es	 inhibida	por	3-MA,	también	en	el	caso	
de	 un	 constructo	 de	 HDAC6	 que	 carece	 del	 dominio	 BUZ.	 Imágenes	 representativas	 de	 análisis	
cuantitativos,	por	western	blot,	de	la	degradación	de	Pr55-Gag	en	células	HEK-293T,	bajo:	a)	control	de	
vehículo	 (PBS-1X)	 y	b)	 tratadas	 con	 3-MA.	 En	 ambos	 casos,	 se	 sobreexpresan,	 en	 dichas	 células	HEK-
293T,	 los	 constructos	 HA-wt-HDAC6	 y	 HA-HDAC6-∆BUZ	 (0,5	 µg	 y	 1	 µg,	 cada	 uno,	 sucesivamente),	
cotransfectando	con	cuerpo	viral	pNL4-3.Luc.R-E-	(1	µg)	y	envuelta	de	referencia	de	VIH	BaL.01	(1	µg).	Se	
muestra	 la	banda	de	 la	proteína	p62/SQSTM1,	 como	control	de	 la	 inhibición	de	 la	autofagia	mediada	
por	 3-MA	 y	 la	 α-tubulina	 acetilada,	 como	 control	 de	 la	 actividad	 catalítica	 de	 HDAC6.	 Los	 valores	
mostrados	 corresponden	a	 los	 ratios	de	Pr55-Gag	 frente	al	 total	de	 tubulina	de	cada	 condición,	 en	el	
experimento	 representativo	seleccionado.	Control	de	carga	total	representado	por	 la	α-tubulina.	c)	En	
las	 mismas	 condiciones	 descritas	 en	 a)	 y	 b),	 cuantificación	 de	 la	 degradación	 de	 Pr55-Gag,	 valores	
normalizados	por	 los	valores	de	tubulina,	respecto	al	control,	expresando	el	cuerpo	viral	y	 la	envuelta,	
sin	 sobreexpresión	 de	 ningún	 constructo	 de	 HDAC6.	 (n=4	 mínima	 de	 experimentos	 independientes,	
media	+/-SEM).	Cuando	se	indique,	*P	<	0,05	;	**P	<	0,01	representan	P-valores	obtenidos	aplicando	un	
test	t	Student.	Ratios	en	unidades	arbitrarias	de	luz	(a.u).	
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En	estos	ensayos	observamos	que,	mientras	en	las	condiciones	control	se	produce	
la	 degradación	 de	 Pr55-Gag	 por	 parte	 de	 ambos	 constructos,	 con	 variaciones	
significativas	 de	 la	 cantidad	 de	 Pr55-Gag	 resultante,	 respecto	 al	 control	 en	 las	
condiciones	 de	 1	 µg	 de	 wt-HDAC6	 (p<0,05)	 y	 0.5	 µg	 de	 HDAC6-∆BUZ	 (p<0,05);	
cuando	 se	 añade	 el	 inhibidor	 de	 la	 autofagia	 3-MA	 se	 aprecia	 una	 tendencia	
evidente	 a	 la	 perdida	 de	 dicho	 perfil	 de	 degradación.	 En	 el	 caso	 de	 la	 forma	
delecionada	del	dominio	BUZ	objeto	de	estudio,	las	variaciones	de	las	cantidades	de	
Pr55-Gag	 medidas	 en	 presencia	 de	 3-MA	 no	 difieren	 estadísticamente	 de	 la	
expresión	 control	 en	 ausencia	 de	 constructos	 de	 HDAC6.	 Es	 más,	 cuando	 se	
sobreexpresa	 1	 µg	 de	 HDAC6-∆BUZ,	 la	 diferencia	 entre	 la	 cantidad	 de	 Pr55-Gag	
medido,	 en	 condiciones	 control	 y	 de	 tratamiento	 inhibidor,	 es	 significativa	
(p<0,05).	Si	bien	en	estos	experimentos,	en	el	caso	de	wt-HDAC6,	al	sobreexpresar	
1	 µg	 del	 mismo	 en	 condiciones	 de	 tratamiento	 con	 3-MA,	 se	 aprecia	 cierta	
disminución	 significativa	 (p<0,01)	 de	 la	 cantidad	 de	 Pr55-Gag	 frente	 al	 control	
negativo,	 la	diferencia	entre	 la	degradación	en	esta	condición	de	1	µg	de	variante	
wt-HDAC6,	entre	el	control	de	vehículo	y	el	tratamiento	con	inhibidor,	también	fue	
significativa	(p<0,05),	evidenciando	una	pérdida	de	dicha	degradación	al	bloquear	
la	 ruta	 autofágica	 mediante	 3-MA,	 como	 habían	 descrito	 trabajos	 previos	 del	
laboratorio	(Marrero-Hernandez	et	al.	2019).	
	
Estos	 experimentos	 confirmaban	 que	 el	 comportamiento	 de	 HDAC6-∆BUZ	
degradando	 a	 Pr55-Gag,	 en	 cuanto	 a	 ruta	 degradativa,	 no	 difería	 del	 constructo	
completo	wt-HDAC6,	promoviendo	la	degradación	de	esta	poliproteína	mediante	la	
ruta	autofágica.	
	
4.2.4.	 La	 presencia	 de	 APOBEC3G	 interfiere	 en	 la	 degradación	 de	 Pr55-Gag	
promovida	por	un	constructo	de	HDAC6	carente	del	dominio	BUZ,	pero	no	en	
el	caso	de	wt-HDAC6:	
	
Los	resultados	realizados	en	este	trabajo	nos	estaban	indicando	que	la	interacción	
y	la	degradación	de	Pr55-Gag	por	parte	de	un	HDAC6	carente	del	dominio	BUZ	era	
posible,	pero	nuestra	hipótesis	inicial,	que	contemplaba	que	la	importancia	de	BUZ	
para	dicha	degradación,	se	basaba	tanto	en	 las	descripciones	de	 la	 implicación	de	
este	dominio	en	el	aporte	de	agregados	proteicos	a	la	formación	de	agresomas,	por	
parte	 de	 HDAC6	 (Kawaguchi	 et	 al.	 2003);	 como	 en	 experimentos	 preliminares	
previos	 de	 nuestro	 laboratorio,	 donde	 constructos	 de	 HDAC6-∆BUZ	 parecían	 no	
promover	 la	 pérdida	 de	 Pr55-Gag,	 en	 el	 contexto	 del	 trabajo	 en	 que	 describía	 la	
protección	de	APOBEC3G,	de	la	degradación	mediada	por	la	proteína	accesoria	del	
VIH-1	 Vif,	 por	 parte	 de	 HDAC6.	 En	 ese	 trabajo	 se	 demostraba,	 también	 la	
interacción	de	A3G,	no	solo	con	un	HDAC6	completo,	sino	también	con	su	dominio	
BUZ	expresado	por	separado	y	con	HDAC6-∆BUZ,	carente	del	mismo	(Valera	et	al.	
2015).	Resultaba,	por	lo	tanto,	interesante	evaluar	la	influencia	de	esta	enzima	en	la	
actividad	degradativa	de		HDAC6	sobre	Pr55-Gag.	
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Las	líneas	celulares	HEK-293T	no	expresan	A3G	(Valera	et	al.	2015),	por	lo	que	se	
diseñaron	experimentos	donde	se	pudiese	evaluar	y	comparar,	simultáneamente,	la	
degradación	 de	 Pr55-Gag	mediada	 por	wt-HDAC6	 y	 HDAC6-∆BUZ,	 en	 ausencia	 o	
presencia	de	A3G,	 sobreexpresando	un	constructo	 recombinante	del	mismo.	Para	
ello	 desarrollamos	 análisis	 bioquímicos	 mediante	 la	 técnica	 de	 western	 blot	 de	
lisados	 celulares	 de	 HEK-293T	 donde,	 de	 nuevo,	 realizábamos	 cotransfecciones	
estos	 constructos	 de	HDAC6	 en	 cantidades	 de	 0,5	 µg	 y	 1	 µg,	 junto	 con	 el	 cuerpo	
viral	 pNL4-3.Luc.R-E-	 y	 la	 Env	 BaL.01.	 En	 este	 caso,	 las	 mismas	 condiciones	 se	
repetían	cotransfectando,	también,	la	construcción	de	A3G	que	contiene	el	epítopo	
de	la	etiqueta	proteica	Flag,	A3G-Flag	(1	µg)	(Fig.11).		
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Se	observaba	 en	 estos	 experimentos	que,	 en	presencia	de	A3G,	 la	 variación	 en	 la	
cantidad	 de	 Pr55-Gag	 resultante	 de	 la	 degradación	 promovida	 por	 wt-HDAC6,	
frente	al	control	donde	no	se	sobreexpresaba	este,	 resultaba	significativa	(p<0,05	
en	0,5	µg;	p<0,01	en	1	µg),	no	viéndose	afectado	frente	a	la	degradación	en	ausencia	
de	 A3G.	 Sin	 embargo,	 cuando	 sobreexpresábamos	 HDAC6-∆BUZ	 en	 presencia	 de	
A3G,	 no	 se	 podían	 observar	 variaciones	 significativas	 en	 la	 medida	 de	 Pr55-Gag	
frente	al	control	negativo,	en	contraste	con	la	tendencia	apreciable	a	la	degradación	
de	Pr55-Gag	por	parte	de	este	constructo	HDAC6-∆BUZ,	en	ausencia	de	A3G,	que	se	
observaba	 de	manera	 significativa	 en	 estos	 experimentos	 (p<0,05	 en	 0,5	 µg),	 de	
manera	consecuente	con	los	experimentos	previos	de	degradación	de	Pr55-Gag	por	
parte	de	HDAC6-∆BUZ,	descritos	previamente	en	los	resultados	de	esta	tesis.	
	
	
4.2.5.	La	degradación	de	Pr55-Gag	por	parte	de	HDAC6,	se	ve	comprometida	
en	constructos	mutados	en	las	regiones	NC,	SP2	y	p6	de	Pr55-Gag:	
	
De	cara	a	evaluar	cuales	podrían	ser	los	dominios	de	Pr55-Gag	importantes	para	la	
acción	 degradativa	 que	 ejercía	 HDAC6	 sobre	 este,	 los	 cuales	 podrían	 ser	 por	 lo	
tanto	 determinantes	 para	 la	 interacción	 entre	 ambas	 proteínas,	 disponíamos	 de	
construcciones	de	plásmidos	virales	que	codificaban	para	poliproteínas	Pr55-Gag,	
donde	 una	 serie	 de	 lisinas	 de	 su	 región	 C-terminal	 habían	 sido	 mutadas	 y	
sustituidas	por	argininas.	Estos	plásmidos	provirales	son	p∆R,	y	se	fundamentan	en	
el	 plásmido	 proviral	 pNLC4-3tr-	 (Bohne	 and	 Kräusslich	 2004),	 conteniendo	 todos	
los	 marcos	 de	 lectura	 abiertos	 del	 VIH-1,	 bajo	 el	 control	 del	 promotor	 del	
citomegalovirus,	además,	de	conservar	rev	y	tat	intactos	y,	portando	una	mutación	
del	 sitio	 activo	 de	 la	 transcriptasa	 inversa	 (RT)	 y	 la	 proteasa	 viral	 (PR)	 inactiva,	
además	de	tener	impedida	la	unión	del	primer	de	la	retrotranscripción,	lo	que	los	
convierte	en	no	infecciosos	y	permite	su	uso	seguro	en	laboratorio	(Gottwein	and	
Kräusslich	2005).	Estos	plásmidos	habían	sido	clonados	y	cedidos	a	nuestro	equipo	
desde	el	laboratorio	del	Dr.	Hans-Georg	Kräusslich,	en	Alemania,	que	estudiaba,	con	

Figura	11.	 Influencia	de	A3G,	 en	 la	degradación	de	Pr55-Gag	mediada	por	HDAC6,	dependiendo	de	 la	
presencia	o	no	del	dominio	BUZ	en	la	enzima	HDAC6.	a)	Imagen	representativa	de	análisis	cuantitativos,	
por	western	blot,	 de	 la	degradación	de	 Pr55-Gag,	mediante	 la	 sobreexpresión	 en	HEK-293T	de	HA-wt-
HDAC6	y	HA-HDAC6-∆BUZ	(0,5	µg	y	1	µg,	cada	uno,	sucesivamente),	así	como	el	constructo	A3G-Flag	(1	
µg),	donde	se	 indique,	 cotransfectando	con	cuerpo	viral	pNL4-3.Luc.R-E-	 (1µg)	y	envuelta	de	referencia	
de	VIH	BaL.01	(1µg).	Se	muestra	la	banda	de	α-tubulina	acetilada,	como	control	de	la	actividad	catalítica	
de	HDAC6.	 Los	valores	mostrados	corresponden	a	 los	ratios	de	Pr55-Gag	frente	al	total	de	tubulina	de	
cada	condición,	en	el	experimento	representativo	seleccionado.	Control	de	carga	total	representado	por	
la	 α-tubulina.	 b)	 En	 las	 mismas	 condiciones	 descritas,	 cuantificación	 de	 la	 degradación	 de	 Pr55-Gag,	
valores	 normalizados	 por	 los	 valores	 de	 tubulina,	 respecto	 al	 control,	 expresando	 el	 cuerpo	 viral	 y	 la	
envuelta,	 sin	 sobreexpresión	 de	 ningún	 constructo	 de	HDAC6.	 c)	 En	 las	mismas	 condiciones	 descritas,	
cuantificación	 de	 la	 cantidad	 de	 α-tubulina	 acetilada	 frente	 a	 la	 cantidad	 de	 α-tubulina	 total;	 valores	
normalizados	respecto	al	control	negativo.	(a),	b)	y	c)	n=3	mínima,	media	+/-SEM).	Cuando	se	indique,	*P	
<	 	 0,05	 ;	 **P	<	 	 0,01	 representan	P-valores	obtenidos	aplicando	un	 test	 t	 Student.	 Ratios	 en	unidades	
arbitrarias	de	luz	(a.u).	
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estas	 herramientas	 experimentales,	 la	 importancia	 de	 la	 ubiquitinación	 de	 los	
residuos	de	lisina	presentes	diferentes	regiones	de	Pr55-Gag,	en	la	escisión	de	los	
viriones	y	su	posterior	maduración	(Gottwein	et	al.	2006).	En	nuestro	caso,	podían	
servir	para	dilucidar	si	la	modificación	de	aminoácidos	en	estas	regiones	interfería	
con	 el	 fenómeno	 de	 degradación	 descrito,	 de	 manera	 que	 podrían	 señalar	 sitios	
posibles	de	interacción	a	estudiar.	
	
Para	 ello	 se	 realizaron	 ensayos	 bioquímicos	 donde	 analizábamos	 mediante	 la	
técnica	 de	 western	 blot	 la	 variación	 en	 las	 cantidades	 de	 Pr55-Gag	 medidas	 en	
lisados	de	HEK-293T,	donde	se	sobreexpresaba	1	µg	de	wt-HDAC6	sucesivamente,	
cotransfectando	dicho	constructo	junto	con	los	plásmidos	pNL4-3	p∆R	mutantes	de	
lisinas:	 pNC(KR),	 pSP2(KR),	 pp6(KR),	 que	 contienen	 mutaciones	 circunscritas	
únicamente	 a	 las	 lisinas	 de	 un	 dominio	 de	 Pr55-Gag	 (NC,	 SP2	 y	 p6,	
respectivamente)	 (Fig.	 12	 a);	 así	 como	 pNCSP2(KR),	 	 pNCp6(KR)y	 pSP2p6(KR),	
que	 combinan	 las	 mutaciones	 de	 las	 lisinas	 dos	 de	 dichos	 dominios	 y,	
pNCSP2p6(KR),	 que	 presentaría	 todas	 las	 mutaciones	 de	 los	 tres	 dominios	
mencionados	(Fig.	12	b).	Cada	una	de	las	condiciones	se	comparó	con	su	control,	
donde	 se	 expresaba	 cada	 uno	 de	 estos	 mutantes,	 sin	 cotransfectar	 wt-HDAC6.	
Además,	 se	 incluía	en	el	 experimento	 la	 condición	control	del	 cuerpo	viral	pNL4-
3.Luc.R-E-	 y	 la	 Env	 BaL.01,	 así	 como	 un	 plásmido	 control	 pNL4-3	 p∆R	 sin	
mutaciones	 en	 el	 gen	 gag,	 para	 comprobar	 que	 ambos	 constructos	 eran	
equivalentes	en	cuanto	a	la	degradación	de	Pr55-Gag	mediada	por	wt-HDAC6	(Fig.	
12).	
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Analizando	 el	 resultado	 de	 estos	 experimentos	 observamos	 que,	 cuando	
sobreexpresamos	 wt-HDAC6	 (1	 µg)	 junto	 con	 constructos	 que	 presentan	 las	
mutaciones	limitadas	a	una	sola	región,	se	puede	observar	en	los	histogramas	una	
tendencia	a	la	degradación	de	Pr55-Gag,	aunque	nunca	significativa,	como	sí	ocurre	

Figura	12.	 Influencia	de	las	mutaciones	de	residuos	de	 lisina,	en	diferentes	regiones	de	Pr55-Gag,	en	la	
degradación	 de	 dicha	 poliproteína,	 mediada	 por	 HDAC6.	 Imágenes	 representativas	 de	 análisis	
cuantitativos,	por	western	blot,	de	la	degradación	de	Pr55-Gag,	mediante	la	sobreexpresión	en	HEK-293T	
de	HA-wt-HDAC6	(1	µg),	cotransfectando	con	cuerpo	viral	pNL4-3.Luc.R-E-	 (1	µg)	y	diferentes	plásmidos	
mutantes	 p∆R	 a)	 con	mutaciones	 (Lys→Arg)	 aisladas	 a	 cada	 región	 de	 Pr55-Gag:	 	 pNC(KR),	 pSP2(KR),	
pp6(KR)	 y	b)	 combinaciones	de	mutaciones	de	dichas	 regiones:	pNCSP2(KR),	pNCp6(KR),	pSP2p6(KR)	 y	
pNCSP2p6(KR).	Se	cotransfecta	siempre	con	la	envuelta	de	referencia	de	VIH	BaL.01	(1	µg).	Se	muestra	la	
banda	de	α-tubulina	acetilada,	como	control	de	 la	actividad	catalítica	de	HDAC6.	Los	valores	mostrados	
corresponden	a	 los	ratios	de	Pr55-Gag	frente	al	total	de	tubulina	de	cada	condición,	en	el	experimento	
representativo	 seleccionado.	 Control	 de	 carga	 total	 representado	 por	 la	 α-tubulina.	 c)	 En	 las	mismas	
condiciones	descritas	para	a)	 y	b),	 cuantificación	de	 la	degradación	de	Pr55-Gag,	 valores	normalizados	
por	 los	valores	de	tubulina,	respecto	al	control,	expresando	cada	 	cuerpo	viral	específico	y	 la	envuelta,	
sin	 sobreexpresión	 de	 ningún	 constructo	 de	 HDAC6.	 (a),	 b)	 y	 c)	 n=4	 mínima	 de	 experimentos	
independientes,	media	+/-SEM).	Cuando	se	indique,	*P	<	0,05	representan	P-valores	obtenidos	aplicando	
un	test	t	Student.	Ratios	en	unidades	arbitrarias	de	luz	(a.u).	
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con	 los	 controles	 pNL4-3.Luc.R-E-	 y	 el	 pNL4-3	 p∆R	 (p<0,05	 en	 ambos	 casos).	
Cuando	 observamos	 los	 mutantes	 combinados,	 se	 pierde	 la	 tendencia	 a	 la	
disminución	 de	 Pr55-Gag	 que	 observábamos	 en	 los	 controles	 de	 cuerpo	 viral	 sin	
mutaciones	y,	no	podemos	apreciar	disminuciones	significativas	en	las	cantidades	
de	Pr55-Gag	medidas	en	la	muestra,	respecto	a	estos	controles	sin	sobreexpresión	
de	 HDAC6,	 por	 lo	 que	 podríamos	 estar	 observando	 un	 impedimento	 hacia	 esta	
degradación	cuando	se	modifican	varias	de	estas	regiones	simultáneamente.		
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5.1.	LAS	PROTEÍNAS	ENV	DEL	VIH-1,	DE	UN	CLÚSTER	DE	PACIENTES	LTNP-EC,	
SON	 FUNCIONALMENTE	 DEFICIENTES	 EN	 SU	 ACTIVIDAD	 SEÑALIZADORA	
SOBRE	EL	RECEPTOR	CD4	E	INFECTIVA	EN	LAS	PRIMERAS	ETAPAS	DEL	CICLO	
VIRAL:	
	
Está	 claro	 que	 los	 individuos	 infectados	 por	 el	 VIH-1,	 pero	 que,	 permanecen	
asintomáticos	 e	 inmunocompetentes	 en	 ausencia	 de	 tratamiento,	más	 allá	 de	 las	
predicciones	 temporales	 de	 lo	 que	 se	 considera	 un	 curso	 temporal	 normal	 de	 la	
enfermedad,	 suponen	 un	 importante	 campo	 de	 estudio	 para	 entender	 los	
mecanismos	y	factores	mediante	los	cuales	este	virus	se	relaciona	con	el	organismo	
y	por	 lo	 tanto,	 la	 importancia	de	 los	mismos	para	el	desarrollo	del	ciclo	viral	y	 la	
diseminación	 del	 virus	 dentro	 del	 individuo	 y	 hacia	 a	 nuevos	 hospedadores.	 Un	
escaso	grupo,	 los	conocidos	como	LTNP-EC,	además	de	no	progresar	clínicamente	
hacia	 la	 fase	 tardía,	 por	 más	 de	 10	 años,	 permanecerán	 con	 cargas	 virales	
indetectables	 (revisado	 en	 (Casado	 et	 al.	 2010)),	 lo	 que	 los	 convierte	 en	 una	
valiosísima	 fuente	 de	 datos	 para	 entender	 los	 fenómenos	 fundamentales	 para	 la	
patogénesis	del	VIH-1.	
	
Mediante	 el	 trabajo	 de	 esta	 tesis	 doctoral,	 se	 analizó	 la	 funcionalidad	 y	 su	
importancia	 para	 contribuir	 al	 control	 de	 la	 enfermedad,	 del	 complejo	 de	 la	 Env	
aislado	de	virus	de	un	pequeño	clúster	de	pacientes	LTNP-EC,	demostrando	que,	de	
forma	 coherente	 con	 el	 fenotipo	 clínico	de	 estos	pacientes,	 dichas	Env	presentan	
una	 deficiente	 capacidad	 para	 señalizar	 sobre	 su	 receptor	 CD4	 y	 promover	
fenómenos	de	reorganización	del	citoesqueleto,	necesarios	para	la	eficiente	entrada	
viral,	 además	 de	 que,	 consecuentemente,	 estas	 Env	 manifiestan	 una	 escasa	
actividad	infectiva.		
		
Se	ha	descrito	 cómo	en	 la	 infección	del	VIH-1,	 la	 actividad	 replicativa,	 es	decir	 el	
“fitness”	 viral,	 capacidad	 de	 un	 virus	 para	 general	 progenie	 infecciosa	 en	 un	
entorno	 determinado	 (revisado	 en	 (Wargo	 and	 Kurath	 2012)),	 en	 las	 primeras	
fases	 de	 la	 infección,	 sería	 un	 indicador	 fiable	 (incluso	 más	 que	 la	 carga	 viral,	
variable	durante	la	enfermedad)	del	curso	clínico	y	la	progresión	de	la	enfermedad,	
así	como	del	establecimiento	temprano	de	los	reservorios	virales	latentes	en	la	fase	
aguda.	Es	más,	describían	aquí	cómo,	podría	ser	 la	capacidad	replicativa	del	virus	
fundador,	heredada	en	los	individuos	infectados	por	el	mismo,	un	determinante	de	
la	 respuesta	 temprana	 inmune	 del	 organismo	 y	 el	 posterior	 curso	 clínico	 de	 la	
enfermedad	(Claiborne	et	al.	2015).		
	
De	hecho,	se	ha	descrito	que	el	 “fitness”	viral,	a	pesar	de	ser	el	 resultado	 final	de	
todos	 los	 diferentes	 procesos	 biológicos	 que	 desarrolla	 el	 virus	 en	 su	 ciclo,	 se	
podría	 ver	 condicionado	especialmente,	 e	 incluso	de	manera	mayoritaria,	 por	 los	
eventos	tempranos	del	ciclo,	como	la	entrada	viral,	donde	la	Env	jugaría	un	papel	
fundamental	y,	más	allá	de	definir	el	tropismo,	podría	haber	tenido	un	impacto	en	
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las	 diferencias	 de	 transmisión	 y	 progresión	 de	 la	 enfermedad	 que	 se	 observan	
cuando	 se	 comparan	 diferentes	 subtipos	 del	 VIH-1	 diversificados	 por	 el	 mundo	
(Rangel	 et	 al.	 2003).	 En	 este	 sentido,	 en	 el	 trabajo	 donde	 se	 identificaba	
inicialmente	 el	 clúster	 de	 pacientes	 LTNP-EC,	 objeto	 de	 nuestro	 estudio,	 se	
encontraba	como	 las	Env	extraídas	de	estos	pacientes	presentaban	una	muy	baja	
actividad	 replicativa	 en	 comparación	 con	 las	 Env	 procedentes	 pacientes	
progresores	crónicos	(Casado	et	al.	2013),	si	bien	sería	objeto	principal	de	nuestro	
actual	 trabajo	 la	 caracterización	 mecanística	 del	 porqué	 de	 este	 bajo	 “fitness”	
replicativo,	 que	 había	 condicionado	 una	 paupérrima	 diversificación	 viral	 y	
variabilidad	 del	 gen	 env,	 a	 lo	 largo	 de	 más	 de	 25	 años	 desde	 el	 evento	 de	
primoinfección.	
	
Ha	 sido	 objeto	 de	 numerosos	 estudios	 la	 implicación	 de	 la	 Env	 en	 el	 complejo	
mecanismo	de	la	entra	viral,	donde	la	formación	del	poro	de	fusión	dependerá	del	
contacto	de	los	receptores	y	correceptores	con	las	glicoproteínas	de	la	Env,	para	lo	
cual	 diferentes	 moléculas	 reguladoras	 del	 citoesqueleto	 se	 verán	 involucradas	
(análisis	 de	 los	 mecanismos	 y	 proteínas	 importantes	 implicadas	 por	 biología	 de	
sistemas	 con	 datos	 reales	 experimentales	 en	 (Santos,	 Valenzuela-Fernández,	 and	
Torres	 2014).	 En	 especial,	 son	 diversas	 las	 evidencias	 que	 plantean	 que	 la	
movilización	y	reorganización	de	la	F-actina,	que	ocurre	previa	a	 la	formación	del	
poro	de	fusión,	juega	un	papel	fundamental	en	el	proceso	de	la	entrada	viral,	siendo	
necesaria,	 la	 estructuración	 de	 dicha	 actina	 en	 una	 estructura	 con	morfología	 de	
pseudópodo,	 que	 permita	 la	 colocalización	 de	 receptores	 y	 correceptores	 en	 la	
región	de	contacto	con	el	virus,	facilitando	así	la	interacción	de	estos	con	la	Env	y	la	
subsecuente	 fusión	 de	 membranas,	 un	 fenómeno	 bautizado	 como	 “capping”	
(Jiménez-Baranda	 et	 al.	 2007;	 Barrero-Villar	 et	 al.	 2009;	 García-Expósito	 et	 al.	
2013).	 Es	 más,	 para	 una	 eficiente	 entrada	 viral,	 el	 contacto	 inicial	 entre	 la	
glicoproteína	 gp120	 del	 complejo	 de	 la	 Env	 de	 VIH-1	 con	 el	 receptor	 CD4,	 debe	
promover	la	estabilización	de	un	córtex	de	microtúbulos	en	la	región	de	contacto,	
mediante	la	acetilación	de	la	a-tubulina	(Valenzuela-Fernández	et	al.	2005).		
	
Analizando	en	este	trabajo,	ambos	fenómenos	de	señalización	de	la	Env	sobre	CD4,	
fundamentales	para	la	exitosa	entrada	viral	y	la	infectividad,	encontramos	como	los	
pacientes	del	clúster	LTNP-EC	estudiado,	presentan	Env	disfuncionales	tanto	en	la	
promoción	de	 la	 reorganización	de	 la	 actina	del	 fenómeno	del	 ”capping”	(Fig.	3),	
como	en	la	estabilización	de	niveles	elevados	de	acetilación	en	a-tubulina	(Fig.	2).	
Es	más,	 cuando	analizábamos	el	porcentaje	de	aparición	el	pseudópodo	de	actina	
característico	 del	 “capping”,	 no	 solo	 los	 porcentajes	 encontrados	 al	 ensayar	
infectando	 con	 las	 Env	 del	 clúster	 eran	 significativamente	 inferiores	 a	 los	
producidos	 por	 los	 virus	 formados	 con	 Env	 de	 progresores	 y	 Env	 control	 de	
referencia,	 sino	 que	 además	 se	 situaba	 en	 porcentajes	 entre	 el	 14,5	 y	 16,6%,	 los	
cuales	 se	 corresponderían	 con	 infecciones	 deficientes,	 si	 tenemos	 en	 cuenta	 que,	
trabajos	 previos,	 donde	 describen	 los	 mecanismos	 celulares	 implicados	 en	 el	
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“capping”,	sitúan	los	porcentajes	de	aparición	de	dichas	estructuras	entre	un	20	y	
un	 30%,	 para	 una	 infección	 in	 vitro	 eficiente,	 no	 perturbada	 experimentalmente	
(Barrero-Villar	 et	 al.	 2009;	 García-Expósito	 et	 al.	 2013).	 En	 este	 experimento	 no	
solo	 observábamos	 la	 formación	 de	 las	 estructuras	 polarizadas	 de	 f-actina,	
características	 del	 “capping”,	 en	 una	 zona	 de	 la	 célula,	 donde	 el	 virus	 estaría	
interactuando,	sino	que	además,	pudimos	comprobar	cómo	la	a-tubulina	acetilada	
colocaliza	 con	 estas	 estructuras	 (Fig.	 3),	 evidenciando	 que	 ambos	 fenómenos	
suponen	 mecanismos	 cooperativos	 de	 remodelación	 del	 citoesqueleto,	 para	 la	
adaptación	 estructural	 de	 la	 célula	 por	 el	 virus	VIH-1,	 de	 cara	 a	 la	 formación	del	
poro	de	fusión	y	los	eventos	subsiguientes	a	la	entrada	viral.	
	
Más	aun,	pudimos	demostrar	cómo,	de	hecho,	la	entrada	viral	mediada	por	los	virus	
producidos	 con	 estas	 Env	 de	 LTNP-EC	 es	 significativamente	 inferior	 a	 la	 que	
promueven	 los	 virus	 que	 portan	 Env	 de	 pacientes	 controladores.	 Se	 observaba	
mediante	 este	 estudio,	 que	 comprende	 varios	 fenómenos	 cuantificables	 en	 la	
infección	 temprana	 del	 virus,	 que	 la	 deficiente	 capacidad	 señalizadora	 y	
reorganizadora	del	citoesqueto	en	el	contacto	con	el	receptor	CD4,	que	caracteriza	
a	 estas	 Env	 del	 clúster	 LTNP-EC,	 desembocaba	 en	 una	 reducida	 infectividad.	
Además	 en	 el	 trabajo	 publicado	 se	 incluyen	 experimentos	 donde,	 nuestros	
colaboradores	de	la	Red	RETIC-RIS	del	ISCiii,	demostraban	que	al	ensayar	las	Env	
del	 clúster	 no	 difería	 estadísticamente	 la	 expresión	 en	 superficie	 de	 estas	 con	
respecto	 a	 las	 Env	 control	 de	 pacientes	 progresores	 y	 a	 las	 Env	 de	 referencia	
(Casado	 et	 al.	 2018),	 descartando	 así	 que	 las	 deficiencias	 observadas	 en	
señalización,	infectividad	y	a	grandes	rasgos,	de	actividad	replicativa	de	las	Env	de	
este	 clúster,	 se	 pudiesen	 deber	 a	 una	 insuficiente	 expresión	 en	 superficie	 del	
complejo	de	la	Env.		
	
El	 punto	 crítico	 que	 definía	 la	 disfuncionalidad	 de	 estas	 Env,	 permitirían	
identificarlo	 experimentos	 realizados	 también	 por	 nuestros	 colaboradores	 en	 el	
artículo	publicado,	donde,	en	total	coherencia	con	los	resultados	de	experimentos	
de	señalización	en	entrada	viral,	fenómeno	dependiente	de	la	interacción	de	la	Env	
con	 CD4;	 demostrarían	 que,	 de	 hecho,	 estas	 Env	 presentan	 escasa	 capacidad	 de	
unión	al	receptor	CD4	de	las	células	diana	(Casado	et	al.	2018).	Dichos	resultados	
se	 obtuvieron	 mediante	 ensayos	 que	 evaluaban	 el	 comportamiento	 estas	 Env,	
procedentes	 del	 clúster,	 en	 el	 fenómeno	 de	 la	 transferencia	 viral;	 dado	 que	 este	
fenómeno,	 diferente	 y,	 en	 cualquier	 caso,	 previo	 a	 la	 infección	 viral	 clásica	
(transmisión),	 no	 media	 interacción	 con	 los	 correpectores	 y	 es	 únicamente	
dependiente	 de	 la	 unión	 con	 el	 receptor	 CD4	 (Puigdomènech	 et	 al.	 2009).	
Describiendo	 que	 las	 Env	 del	 clúster	 LTNP-EC	 estudiado	 presentan	 una	 menor	
habilidad	 para	 promover	 la	 transferencia	 de	 partículas	 virales,	 hacia	 linfocitos	 T	
CD4+	 primarios,	 que	 las	 Env	 control	 de	 pacientes	 progresores,	 demostraban	 que	
estas	Env	tenían	un	defecto	específico	en	la	unión	con	su	receptor	CD4	(Casado	et	
al.	2018).	Asimismo,	a	continuación,	se	evaluaba	la	capacidad	de	mediar	el	evento	
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de	 fusión	 en	 la	 entrada	 viral,	 encontrando	 que	 las	 Env	 del	 clúster	 también	
presentan	una	capacidad	 fusogénica	menor	que	 las	Env	procedentes	de	pacientes	
progresores	 control,	 observándose	 además	una	 correlación	 significativa	 entre	 los	
resultados	del	ensayo	de	 transferencia,	mediada	por	 interacción	entre	 la	Env	con	
CD4	y,	esta	reducida	fusogenicidad	(Casado	et	al.	2018).		
	
Es	mediante	la	suma	y	el	análisis	conjunto	de	todas	estas	observaciones	publicadas,	
cuando	 los	 resultados	 de	 este	 trabajo	 cobran	 total	 sentido	 y	 adquieren	 todo	 su	
peso,	 describiendo	 como	 una	 deficiente	 unión	 a	 CD4	 por	 parte	 de	 estas	 Env,	
condicionaría	asimismo	un	deficiente	evento	de	señalización,	incapaz	de	promover	
la	 suficiente	 reorganización	 del	 citoesqueleto	 de	 actina	 y	 estabilidad	 de	 los	
microtúbulos	 acetilados,	 como	 para	 que	 la	 célula	 sea	 susceptible	 a	 la	 fusión	 de	
membranas	y	 la	entrada	viral;	eventos	que	determinarían	enormemente	una	baja	
capacidad	 replicativa	 de	 los	 virus	 que	 posean	 estas	 Env	 y,	 que	 condicionarían	 el	
fenotipo	 clínico	 de	 control	 de	 la	 enfermedad	 de	 estos	 pacientes	 y	 la	 escasísima	
divergencia	de	sus	virus,	tras	haber	pasado	más	de	25	años	desde	que	se	infectaron.		
	
Previamente	 a	 nuestro	 estudio,	 un	 grupo	de	 investigadores	 había	 identificado	 en	
pacientes	 con	perfiles	de	 control	de	 la	 enfermedad	LTNP-EC	 (denominados	 “elite	
supressors”	 en	 este	 trabajo),	 mutaciones	 en	 el	 gen	 env	 que	 condicionaban	 una	
menor	 entrada	 viral,	 con	 diferente	 dependencia	 de	 la	 cantidad	 expresada	 del	
receptor	 CD4	 y	 el	 correceptor	 CCR5	 en	 la	 célula	 infectada,	 deduciendo	 así	 un	
reducido	 uso	 de	 dichos	 receptores	 por	 parte	 de	 la	 Env	 de	 dichos	 controladores,	
frente	 a	 pacientes	 progresores	 crónicos	 (Lassen	 et	 al.	 2009).	 Sin	 embargo,	 hasta	
nuestro	trabajo,	no	se	había	llegado	a	caracterizar	funcionalmente	un	defecto	en	las	
Env	 de	 pacientes	 LTNP-EC,	 en	 la	 utilización	 de	 su	 receptor,	 demostrando	 una	
menor	unión	a	dicho	CD4	y,	a	su	vez	presentando	la	deficiencia	de	los	mecanismos	
de	señalización	implicados	en	la	reorganización	del	citoesqueleto	de	la	célula	diana,	
que	 permiten	 la	 fusión	 de	 membranas	 y	 que	 finalmente	 condicionan	 la	 menor	
infectividad	y	actividad	replicativa	de	los	virus	de	estos	pacientes.	Lo	que	está	claro	
que	es	ambos	trabajos,	el	nuestro	y	el	previamente	citado	artículo	de	2009	(Lassen	
et	 al.	 2009),	 fundamentan	 que	 la	 habilidad	 de	 los	 virus	 para	mediar	 infecciones	
eficientes	 desde	 la	 primera	 fase	 del	 ciclo	 viral,	 es	 decir	 en	 la	 entrada	 viral,	
determina	 el	 curso	 de	 la	 enfermedad	 y	 el	 fenotipo	 clínico	 de	 los	 pacientes	
infectados,	 por	 lo	 que	 deficiencias	 de	 la	 Env	 viral	 para	 cumplir	 sus	 funciones	 y	
mediar	 este	 proceso	 de	 entrada	 viral,	 parecen	 poder	 ser	 responsables	 del	
establecimiento	de	perfiles	LTNP-EC	en	dichos	individuos.	
	
No	 obstante,	 habría	 que	 tener	 en	 cuenta	 que,	 aunque	 las	 Env	 de	 estos	 pacientes	
demostraban	ser	claramente	deficientes	en	su	promoción	de	la	entrada	viral,	estos	
pacientes	también	presentaban	marcadores	genéticos,	relacionados	con	perfiles	de	
control	de	la	enfermedad,	presentando	combinaciones	de	diferentes	alelos	del	HLA	
de	 clase	 I	 (B27,	 B57/5801,	 B51),	 polimorfismos	 como	 HLA-C-35	 (rs9264942)	 o	
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heterocigosis	 para	 CCR5-∆32,	 si	 bien	 es	 cierto	 que	 la	 combinación	 de	 dichos	
marcadores	difería	entre	cada	paciente	(Casado	et	al.	2013).	Por	ende,	había	sido	
notable	 como	 la	 influencia	 de	 la	misma	 deficiencia	 en	 la	 Env	 de	 un	mismo	 virus	
fundador	 había	 promovido	 la	 aparición	 del	 mismo	 fenotipo	 clínico	 en	 estos	
pacientes,	que	si	bien	contaban	con	factores	reconocidos	de	protección	ante	el	VIH-
1,	poseían	un	fondo	genético	diferente	entre	ellos.	Este	trabajo	fundamentaba,	por	
lo	 tanto,	 que	 el	 establecimiento	 de	 perfiles	 clínicos	 de	 progresión	 lenta	 de	 la	
enfermedad	y	en	concreto,	un	fenotipo	de	control	del	virus	tan	extremo	como	es	el	
de	 los	 pacientes	 controladores	 de	 elite,	 que	 en	 este	 caso,	 en	 ausencia	 de	 terapia,	
habían	 permanecido	 sin	 síntomas	 durante	 más	 de	 25	 años;	 resulta	 en	 último	
término	de	la	cooperación	entre	características	genéticas	protectoras	del	individuo	
y	 defectos	 notables	 en	 alguna	 proteína	 del	 virus,	 que	 condicionan	 una	 menor	
actividad	 replicativa	 desde	 el	 inicio	 de	 la	 infección,	 como	 en	 este	 caso,	 la	
glicoproteína	de	la	Env.	Este	enfoque	que	plantea	el	control	de	la	enfermedad	por	el	
individuo	como	resultado	de	factores	genéticos	del	propio	hospedador	y	del	virus,	
ha	sido	defendido	en	numerosas	ocasiones	en	 la	 literatura	científica,	donde	se	ha	
asociado	 también	 perfiles	 de	 progresión	 lenta	 a	 dicha	 coexistencia	 de	 factores	
(Sandonís	et	al.	2009;	Casado	et	al.	2010;	Casado	et	al.	2013;	Zaunders,	Dyer,	and	
Churchill	 2011).	 Más	 aun,	 este	 trabajo	 podría	 servir	 de	 indicio	 que	 avalase	 la	
coevolución	 entre	 el	 ser	 humano	 y	 el	 virus	 del	VIH-1,	 de	 cara	 a	 una	 coexistencia	
estable	 entre	 ambos	 entes,	 en	 el	 relativamente	 corto	 periodo	 de	 tiempo	
transcurrido	 desde	 que	 este	 virus	 dio	 el	 salto	 desde	 los	 primates	 al	 ser	 humano,	
estimado	en	torno	a	1908	para	el	grupo	M	más	numeroso	(Worobey	et	al.	2008).	En	
este	sentido,	algunos	trabajos	describen	que	las	presiones	del	ser	humano	sobre	el	
virus	 VIH-1,	 tanto	 a	 través	 sistema	 inmune	 como	 debidas	 a	 la	 terapia	
antirretroviral,	 suelen	 producir	 adaptaciones	 que	 conllevan	 además	 disminución	
del	 fitness	 viral	 y	 una	menor	patogenicidad	de	 los	 virus	 resultantes	 (revisado	 en	
(Telenti	 2005)).	 Si	 bien	 algunos	 trabajos	 discrepan	 respecto	 a	 la	 validez	 de	 los	
modelos	que	plantean	coevolución	de	virus	con	el	humano	en	periodos	cortos	de	
tiempo,	 planteando	 que	 dicha	 coevolución	 requiere	 de	 periodos	 de	 miles	 hasta	
millones	de	años,	desde	nuestros	ancestros	o	nuestros	parientes	primates	 (Sharp	
and	Simmonds	2011),	podríamos	razonar	 también	que	el	 carácter	pandémico	del	
virus	del	VIH-1,	habiendo	infectado	más	de	75,7	millones	de	individuos,	solo	desde	
las	primeras	identificaciones	((UNAIDS)	2020),	podría	haber	forzado	y	acelerado	el	
curso	 temporal	 de	 esta	 coevolución,	más	 allá	 de	 lo	 que	 permitirían	 tiempos	más	
largos	de	interacción,	en	escalas	de	población	más	reducidos	que	la	especie	humana	
moderna.	
	
Cabe	destacar	que	la	vía	intravenosa,	por	la	cual	se	infectaron	todos	estos	pacientes	
habría	sido	determinante	para	que	dicho	fenómeno	de	primoinfección	pudiese	ser	
posible.	Teniendo	en	cuenta	que	está	vía	de	contagio,	se	estima,	podría	ser	la	más	
eficiente	 para	 la	 transmisión	 del	 virus	 (con	 hasta	 un	 95%	 de	 probabilidad	 de	
contagio)	(Shaw	and	Hunter	2012),	este	hecho	podría	haber	 favorecido	que	estos	
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virus	 lograsen	 superar	 la	 barrera	 a	 la	 transmisión	 que	 implica	 su	 escasa	
infectividad	 y,	 una	 posible	 reducida	 carga	 viral	 por	 parte	 del	 paciente	 fundador,	
aunque	se	desconocería	el	fenotipo	clínico	del	mismo.	Asimismo,	es	factible	que,	el	
defecto	funcional	de	la	Env	de	estos	virus	condicionase	en	la	fase	aguda	el	reducido	
“fitness	replicativo”,	fenómeno	que,	se	ha	descrito,	permitiría	el	control	del	virus	en	
la	 fase	 temprana	 por	 parte	 de	 la	 respuesta	 inmune	 y	 condicionaría	 el	 desarrollo	
posterior	de	la	enfermedad	(Claiborne	et	al.	2015)	(Yue	et	al.	2015),	en	este	caso,	
de	control	del	virus	y	la	no	progresión	a	largo	plazo.	
	
Por	 otro	 lado,	 el	 concepto	 de	 heredabilidad,	 dentro	 del	 contexto	 de	 la	 virología,	
define	la	fracción	de	variabilidad	en	el	fenotipo	clínico	de	los	pacientes,	explicable	
por	las	características	genéticas	del	virus,	es	decir	podría	definir	estadísticamente	
la	 propensión	 de	 pacientes	 infectados	 con	 virus	 filogenéticamente	 cercanos,	 a	
presentar	 un	 desarrollo	 de	 la	 enfermedad	 similar,	 dado	 que	 esas	 características	
virales	 serían	 “heredadas”	 por	 todos	 los	 pacientes	 infectados	 con	 dichos	 virus	
(Alizon	 et	 al.	 2010).	 Hasta	 ahora,	 la	 heredabilidad	 en	 virus	 VIH-1	 había	 sido	
estudiada,	principalmente,	analizando	la	influencia	en	el	SPVL	(carga	viral	en	el	“set	
point”)	 resultante	 de	 las	 características	 genéticas	 virales,	 mediante	 análisis	
filogenéticos	 para	 grandes	 cohortes,	 encontrándose	 que	 al	menos	 un	 tercio	 de	 la	
variabilidad	 del	 SPVL	 en	 Europa,	 se	 correspondía	 con	 la	 variación	 genética	 viral	
(Blanquart	 et	 al.	 2017).	 También	 se	 había	 descrito	 que	 la	 explicación	 más	
parsimoniosa	 para	 la	 similitud	 en	 el	 SPVL,	 encontrada	 entre	 individuos	 que	 se	
habían	 infectado	 de	 parejas	 serodiscordantes,	 resultaba	 ser	 la	 transmisión	 de	
semejantes	 características	 virales	 en	 los	 virus	 que	 infectaban	 al	 nuevo	 individuo	
(Hollingsworth	et	al.	2010).	Nuestro	trabajo	 fundamentaría,	de	manera	novedosa,	
como	las	características	de	las	Env	de	los	virus	de	un	clúster	de	pacientes,	han	sido	
heredadas	de	hecho	por	 todos	 los	virus	de	esos	pacientes,	desde	un	mismo	virus	
fundador,	incluso	cuando	estos	pacientes	presentaban	diferente	perfil	genético.	Es	
más,	 estas	 características	 genéticas	 virales	 heredadas,	 resultaban	 ser	
condicionantes	 de	 un	 defecto	 en	 la	 funcionalidad	 del	 complejo	 de	 la	 Env,	 que	
condicionó	 el	 desarrollo	 del	 mismo	 perfil	 clínico	 de	 no	 progresión	 de	 la	
enfermedad,	en	todos	los	pacientes	de	dicho	clúster.			
	
Si	 bien	 todas	 las	 Env	 extraídas	 de	 los	 virus	 de	 este	 clúster	 compartían	 11	
mutaciones	 inusuales,	 respecto	 a	 diferentes	 grupos	 de	 secuencias	 subtipo	 B	
consenso,	ancestrales	y	de	la	cohorte	española	(Casado	et	al.	2013),	la	Env	extraída	
de	 la	 paciente	 AS7	 presentaba	 además	 3	 mutaciones	 adicionales	 que	 la	
diferenciaban	del	resto	de	las	secuencias	de	la	Env	del	clúster.	La	única	muestra	de	
la	que	se	disponía	de	esta	paciente,	antes	de	que	se	perdiera	el	seguimiento	de	 la	
misma,	 presentaba	 viremia	 detectable	 y,	 consecuentemente	 la	 Env	 AS7	 muestra	
cierta	 capacidad	 infectiva	 (Fig.	 4).	 El	 ensayo	 de	 los	 constructos	 de	 la	 Env,	
resultantes	de	revertir	la	mutación	de	estos	tres	residuos	de	aminoácidos,	hacia	la	
secuencia	del	 resto	del	 clúster,	demostró	que,	al	menos	dos	de	estos	residuos,	en	
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los	dominios	V1	y	C2	de	gp120,	habían	sido	condicionantes	de	la	recuperación	de	la	
infectividad	 que	 manifestaba	 la	 Env	 AS7	 respecto	 al	 clúster,	 por	 lo	 que	 estos	
residuos	 aminoacídicos	 en	 las	 secuencias	 del	 clúster,	 en	 combinación	 con	 las	 11	
mutaciones	que	compartían,	parecían	ser	 responsables	de	 la	deficiente	capacidad	
infectiva	 de	 estos	 virus.	 La	 reversión	 del	 residuo	 400	 de	 gp120	 en	 V4,	 no	
demostraba	una	pérdida	de	infectividad	con	respecto	a	la	Env	original	AS7	(Fig.	4),	
por	 lo	 que	no	parecía	 que	 esta	mutación	hubiese	 condicionado	un	 cambio	 en	 las	
características	 de	 la	 Env,	 al	 menos	 de	 cara	 a	 la	 infectividad.	 Por	 desgracia,	 el	
seguimiento	clínico	de	la	paciente	AS7	se	limitaba	a	la	única	muestra	que	le	había	
sido	 extraída	 en	 1989,	 con	 viremia	 detectable,	 por	 lo	 que	 no	 se	 disponía	 de	más	
valiosos	 datos	 clínicos	 que	 indicasen	 que	 perfil	 clínico	 de	 progresión	 de	 la	
enfermedad	 presentaba,	 ni	 cómo	 evolucionaba	 en	 tal	 caso	 la	 variabilidad	 de	 la	
secuencia	de	sus	Env,	dado	que	la	capacidad	infectiva	de	la	misma	podría	permitir	
una	actividad	replicativa	superior.		
	
Aparte	del	caso	de	la	paciente	AS7,	donde	el	propio	virus	podría	haber	superado,	en	
parte,	 sus	 defectos	 genéticos,	 logrando	 recuperar	 su	 infectividad	 y	 pudiendo	
condicionar,	 tal	 vez	 un	 cambio	 en	 el	 perfil	 de	 progresión;	 cabe	 destacar	 que	 el	
paciente	 LTNP_1,	 después	 de	 20	 años	 de	 seguimiento	 clínico,	 a	 partir	 de	 2010,	
había	comenzado	a	incrementar	su	carga	viral	detectable	y,	en	el	trabajo	donde	se	
identifica	 este	 clúster,	 indican	que	 los	 virus	 detectados	habían	 revertido	6	de	 las	
mutaciones	 inusuales	de	 la	Env	características	del	clúster	 (Casado	et	al.	2013),	 lo	
cual	 fundamentaba	aún	más	 la	 importancia	de	 las	mismas	para	 la	 infectividad	de	
los	 virus,	 debida	 al	 defecto	 en	 la	 función	 señalizadora	 que	 describimos	 en	 este	
trabajo.		
	
Se	 han	 descrito,	 en	 la	 literatura	 científica,	 otros	 casos	 en	 los	 cuales	 el	 perfil	 de	
controlador	 de	 elite	 se	 perdía	 debido	 a	 la	 reinfección	 con	 un	 nuevo	 virus,	 más	
infectivo	 y	 que	 no	 podía	 ser	 controlado	 inmunológicamente	 por	 el	 individuo	
(Caetano	et	al.	2019).	En	cualquier	caso,	los	pacientes	del	clúster	LTNP-EC	de	este	
trabajo,	 no	 demostraron	 pérdidas	 de	 su	 perfil	 LTNP,	 durante	 todos	 los	 años	 de	
seguimiento	y	aún	más	años	de	enfermedad,	teniendo	en	cuenta	las	características	
ancestrales	de	sus	virus,	que	sitúa	su	primoinfección	en	torno	a	1977-1978	(Casado	
et	 al.	 2013).	 Desconocemos	 si	 estos	 pacientes,	 infectados	 con	 los	 virus	 que	
presentan	 las	 Env	 defectuosas	 objeto	 de	 estudio,	 podrían	 ser	 susceptibles	 a	 una	
reinfección	 con	 otra	 variante	 viral	 de	 VIH-1,	 pero	 esta	 pregunta	 plantea	
interesantes	 nuevos	 estudios	 donde	 estas	 Env	 y,	 los	 defectos	 funcionales	 que	
conllevan	 sus	 mutaciones,	 podrían	 ser	 interesantes	 candidatos	 para	 estudiar	
nuevas	estrategias,	en	la	búsqueda	de	vacunas	contra	esta	enfermedad.	
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5.2.	HDAC6	INTERACCIONA	CON	PR55-GAG	Y	PROMUEVE	SU	DEGRADACIÓN,	Y	
ESTE	FENÓMENO	OCURRE	DE	MANERA	 INDEPENDIENTE	A	SU	DOMINIO	BUZ	
DE	UNIÓN	A	UBIQUITINA:	
	
El	 segundo	 objetivo	 de	 nuestro	 trabajo	 consistía	 en	 tratar	 de	 entender	 y	
caracterizar	 más	 profundamente	 como	 se	 producía	 la	 regulación	 negativa	 de	 la	
poliproteína	 estructural	 del	 VIH-1	 Pr55-Gag,	 influenciada	 por	 la	 presencia	 de	 la	
enzima	HDAC6.	Esta	degradación	había	sido	objeto	de	estudio	en	trabajos	previos	
de	nuestro	laboratorio		(de	Armas-Rillo	2017;	Marrero-Hernandez	et	al.	2019),	que	
habían	 llegado	 a	 dilucidar	 qué	 cantidades	 crecientes	 de	 HDAC6	 promovían	 la	
degradación	del	Pr55-Gag	que	se	habría	de	agregarse	en	la	membrana	plasmática,	
para	el	ensamblaje	de	nuevos	viriones.	La	sobreexpresión	de	HDAC6	promovía	 la	
desaparición	 de	 dichos	 agregados	 de	 Pr55-Gag	 de	 la	 membrana	 plasmática,	
pudiéndose	 ser	 restablecidos	 con	 la	 sobreexpresión	 de	 la	 proteína	 accesoria	 del	
virus	 Nef,	 que	 degrada	 a	 HDAC6	 y	 que,	 incluso	 podía	 recuperar	 el	 Pr55-Gag	
degradado	por	el	HDC6	endógeno.	Además,	la	ruta	degradativa	por	la	que	se	estaba	
produciendo	esta	degradación	era	 la	autofágica	 (Marrero-Hernandez	et	al.	2019).	
Lo	que	no	había	quedado	demostrado	es	 si	 estas	proteínas	 interaccionaban	en	el	
desarrollo	de	este	 fenómeno	degradativo	descrito,	dado	que	 la	caracterización	de	
HDAC6	como	un	factor	de	restricción	con	actividad	per	se	sobre	Pr55-Gag,	requería	
que	dicha	 interacción	 se	produjese	 y,	 que,	 por	 lo	 tanto,	 la	 regulación	negativa	de	
Pr55-Gag	 no	 fuese	 debida,	 de	manera	 indirecta,	 a	 la	 acción	 de	 la	 enzima	HDAC6	
sobre	 alguno	 de	 sus	muchos	 sustratos	 descritos,	mediante	 algún	mecanismo	 que	
desconocíamos.	
	
Parecía	razonable	la	hipótesis	inicial	de	la	que	partíamos,	para	realizar	este	trabajo,	
la	 cual	 planteaba	 que	 esta	 interacción,	 de	 estar	 produciéndose,	 podría	 venir	
mediada	a	través	de	su	dominio	BUZ,	debido	a	su	reconocida	capacidad	de	unión	a	
residuos	de	ubiquitina	 (Seigneurin-Berny	et	 al.	 2001;	Pai	 et	 al.	 2007),	de	manera	
que	podría	reconocer	residuos	ubiquitinables,	descritos	en	diferentes	dominios	del	
extremo	 C-terminal	 de	 la	 poliproteína	 Pr55-Gag,	 fundamentales	 para	 la	 correcta	
formación	de	nuevas	partículas	virales	(Jäger,	Gottwein,	and	Kräusslich	2007;	Sette	
et	al.	2013).	Sin	embargo,	 los	resultados	del	 trabajo	desarrollado	en	nuestra	 tesis	
desmintieron	 esta	 hipótesis,	 describiendo	 que	HDAC6	 interacciona	 con	 Pr55-Gag	
de	manera	independiente	a	la	presencia	o	no,	en	esta	enzima,	del	dominio	BUZ,	así	
como,	demostrábamos	que	HDAC6	promueve	la	degradación	de	Pr55-Gag,	al	menos	
en	 último	 término,	 por	 ruta	 autofágica	 y,	 esta	 actividad	 degradativa	 no	 se	 ve	
afectada	cuando	HDAC6	carece	del	 susodicho	dominio	BUZ.	Es	decir,	 este	 trabajo	
apunta	a	la	importancia	de	alguna	región	en	HDAC6,	aún	por	identificar,	pero	que,	
en	 cualquier	 caso,	 no	 se	 trataría	 del	 dominio	 BUZ,	 que	 permitiría	 a	 esta	 enzima	
interaccionar	con	Pr55-Gag	y	promover	su	degradación	por	ruta	autofágica.	
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En	 los	 experimentos	 realizados	para	 evaluar	 la	 variación	en	 la	 cantidad	de	Pr55-
Gag	 a	 medida	 que	 sobreexpresabamos	 cantidades	 crecientes	 de	 los	 diferentes	
constructos	 de	HDAC6	 (de	 los	 cuales	 nos	 interesaba	 especialmente	 el	 efecto	 que	
produciría	el	HDAC6-∆BUZ,	por	carecer	del	dominio	que	estábamos	cuestionando	
en	nuestra	hipótesis),	pudimos	comprobar	cómo	tanto	sobreexpresando	cantidades	
de	1	 y	2	µg,	 como	0,5	 y	1	µg	de	 constructos	HDAC6,	 el	 efecto	degradativo,	 sobre	
Pr55-Gag,	de	un	HDAC6	en	su	forma	completa	wt-HDAC6,	no	difería	en	absoluto	del	
efecto	 observado	 cuando	 ensayábamos	 la	 forma	 carente	 del	 dominio	 BUZ.	 En	
ambas	 construcciones	 apreciábamos	 la	 degradación	 de	 Pr55-Gag,	 dosis	
dependiente	de	la	sobreexpresión	de	HDAC6	y,	obteníamos	disminuciones	de	Pr55-
Gag	significativas	(Fig.	5)	y	(Fig.	7	a	y	b).	Es	más,	demostramos	que	este	efecto	no	
se	debía	a	un	error	de	observación	influenciado	por	la	etiqueta	peptídica	con	la	cual	
teníamos	 marcados	 los	 constructos	 de	 HDAC6	 que	 habíamos	 usado,	 ya	 que,	 si	
usábamos	 los	 constructos	 wt-HDAC6	 y	 HDAC6-∆BUZ,	 marcados	 esta	 vez	 con	 la	
etiqueta	proteica	DsRed,	el	 fenómeno	degradativo	sobre	Pr55-Gag	que	estábamos	
describiendo	 no	 se	 veía	 afectado	 y,	 de	 manera	 equiparable	 a	 los	 resultados	
obtenidos	 con	 la	 etiqueta	 proteica	 HA,	 el	 constructo	 portando	 la	 deleción	 del	
dominio	BUZ	 (HDAC6-∆BUZ)	 seguía	promoviendo	disminuciones	 significativas	de	
Pr55-Gag,	 de	 manera	 dosis	 dependiente	 y,	 que	 resultaban	 equivalentes	 a	 las	
producidas	por	wt-HDAC6	(Fig.	8).		
	
La	 producción	 de	 viriones	 también	 se	 veía	 significativamente	 mermada	 tras	 la	
sobreexpresión	de	estos	constructos	de	HDAC6	en	las	células	productoras	de	virus	
(Fig.	 6).	 Este	 resultado	 era	 esperable,	 teniendo	 en	 cuenta	 que	 cuantificamos	 la	
proteína	 p24	 de	 la	 cápside,	 la	 cual	 deriva	 directamente	 del	 procesamiento	
proteolítico	 de	 la	 poliproteína	 Pr55-Gag,	 por	 parte	 de	 la	 proteasa	 viral,	 en	 los	
viriones	escindidos,	promoviendo	así	su	maduración	(de	Marco	et	al.	2010).	Por	lo	
tanto,	 disminuciones	 de	 la	 poliproteína	 precursora	 Pr55-Gag	 en	 la	 célula	
productora,	habrían	de	producir	consecuentemente	menores	producciones	virales.	
No	obstante	poder	comprobarlo	en	nuestros	experimentos,	aporta	un	control	más	
de	 que,	 las	 disminuciones	 de	 Pr55-Gag	 observadas	 y	 cuantificadas	 en	 los	 lisados	
celulares,	por	medio	de	análisis	bioquímicos	por	la	técnica	de	western	blot,	no	son	
resultado	 de	 errores	 de	 observación	 por	 limitaciones	 de	 la	 técnica	 y	 se	
corresponden	con	coherentes	disminuciones	en	la	producción	de	viriones.			
	
Por	otro	 lado,	 los	 resultados	obtenidos	empleando	el	 constructo	dm-HDAC6,	que,	
mediante	mutaciones	en	sus	dos	dominios	catalíticos,	tenía	impedida	su	actividad	
desacetilasa;	 cuando	 sobreexpresabamos	 2µg	 del	 mismo,	 indicaban	 que	 se	
producía	la	disminución	de	Pr55-Gag	en	estas	condiciones,	de	manera	significativa.	
Estos	 resultados	 resultaban	 discrepantes	 con	 respecto	 a	 trabajos	 previos	 del	
laboratorio,	 los	 cuales	 habían	 señalado	 la	 importancia	 de	 la	 actividad	 catalítica	
desacetilasa	 intacta	 de	 HDAC6	 para	 la	 degradación	 de	 Pr55-Gag	 (de	 Armas-Rillo	
2017),	 observación	 que	 además	 resultaba	 coherente	 con	 la	 importancia	 de	 esta	
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capacidad	catalítica	en	las	rutas	degradativas,	donde	HDAC6	por	un	lado	mediante	
la	desacetilación	de	microtúbulos	acetilados,	promueve	el	transporte	de	agregados	
proteicos	a	los	agresomas	(Kawaguchi	et	al.	2003)	y,	posteriormente,	desacetilando	
la	cortactina,	promueve	que	dicha	proteína	polimerice	la	red	de	F-actina	necesaria	
para	la	fusión	del	autofagosoma	con	el	lisosoma	(Lee	et	al.	2010).	El	bloqueo	de	la	
actividad	 catalítica	 de	 este	 constructo	 se	 podía	 observar	 cuando	 cuantificábamos	
los	niveles	de	uno	de	los	sustratos	de	HDAC6,	la	a-tubulina	acetilada,	frente	a	la	a-
tubulina	total,	comprobando	que,	como	era	de	esperar,	este	constructo	no	mediaba	
una	disminución	de	la	acetilación	de	la	a-tubulina,	a	diferencia	de	los	constructos	
wt-HDAC6	y	HDAC6-∆BUZ,	cuya	actividad	catalítica	intacta,	permite	que	produzcan	
disminuciones	de	la	cantidad	de	a-tubulina	acetilada	significativas	(Fig.	5	c).		
	
No	podemos	explicar	por	qué	observábamos	esa	disminución	significativa	de	Pr55-
Gag	 al	 sobreexpresar	 2	 µg	 del	 mutante	 inactivo	 en	 su	 función	 desacetilasa,	 dm-
HDAC6,	pero	tal	vez,	una	cantidad	tan	elevada	de	este	constructo,	con	respecto	a	la	
cantidad	que	se	expresaría	de	 la	enzima	HDAC6	en	condiciones	endógenas,	podía	
estar	alterando	procesos	celulares	que	no	pudiésemos	controlar,	o	bien,	la	posible	
interacción	(posteriormente	confirmada)	de	HDAC6	con	el	Pr55-Gag,	podría	hacer	
que	este	constructo	secuestrase	a	Pr55-Gag	e,	independientemente	de	su	actividad	
catalítica,	 desembocase	 en	 un	 proceso	 degradativo	 o	 de	 reciclaje	 celular	 sobre	 la	
misma.	 Es	 por	 esto	 que,	 decidimos	 afinar	 las	 condiciones	 de	 sobreexpresión	 de	
HDAC6,	ensayando	cantidades	de	0,5	y	1	µg	de	los	tres	constructos,	de	manera	que,	
en	estas	condiciones,	dejaban	de	observarse	disminuciones	significativas	de	Pr55-
Gag	 cuando	 se	 ensayaba	 el	 dm-HDAC6,	 mientras	 que	 las	 formas	 wt-HDAC6	 y	
HDCA6-∆BUZ	 seguían	 manifestando	 sus	 cualidades	 degradativas	 sobre	 la	
poliproteína.	Este	resultado	si	era	coherente	con	las	descripciones	previas	sobre	la	
importancia	de	la	capacidad	catalítica	desacetilasa	de	HDAC6	en	la	degradación	de	
Pr55-Gag.	 Asimismo,	 dado	 que	 estas	 cantidades	 de	 0,5	 y	 1	 µg	 de	 sobreexpresión	
demostraban	 ser	 suficientes	 para	 la	 observación	 del	 fenómeno	 degradativo	 de	
HDAC6	sobre	Pr55-Gag,	sin	arriesgarnos	a	posibles	errores	de	observación	debidos	
a	 excesivas	 cantidades	 de	 los	 constructos,	 decidimos	 que	 serían	 las	 condiciones	
estándar	a	seguir	en	el	resto	de	experimentos	del	trabajo.	
	
Los	 experimentos	 de	 coinmunoprecipitación	 nos	 permitieron	 demostrar	 que,	 en	
efecto,	HDAC6	interacciona	directa	o	indirectamente	con	la	poliproteína	Pr55-Gag,	
pero	que	dicha	interacción	no	ocurre,	en	cualquier	caso,	a	través	del	dominio	BUZ	
de	 unión	 a	 ubiquitina,	 ya	 que	 el	 constructo	HDAC6-∆BUZ	 aparecía	 en	 la	 fracción	
arrastrada	 por	 la	 proteína	 Gag-EGFP	 recombinante	 empleada	 en	 el	 experimento	
(Fig.	9	a)	 y,	 a	 su	vez,	 también	Pr55-Gag	 se	 veía	 arrastrado	por	dicho	 constructo,	
cuando	 las	 condiciones	 del	 experimento	 consistían	 en	 arrastrar,	 a	 través	 de	 la	
etiqueta	 HA,	 los	 constructos	 de	 HDAC6	 (Fig.	 9	 b).	 Es	 más,	 no	 solo	 Pr55-Gag	
demostraba	 interaccionar	 con	 estos	 constructos	 wt-HDAC6	 y	 HDAC6-∆BUZ,	 sino	
que	al	arrastrar	Gag-EGFP,	en	ausencia	de	los	mismos,	aparecía	el	HDAC6	endógeno	
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(Fig.	9	a),	lo	que	nos	indicaba	que,	en	efecto	Pr55-Gag	interacciona	con	la	proteína	
HDAC6	presente	 en	 las	 células	 humanas	 en	 la	 naturaleza	 y,	 no	 solo	 con	nuestras	
construcciones	 recombinantes	 de	 laboratorio.	 Más	 aun,	 en	 estos	 experimentos	
también	 controlamos,	 añadiendo	 RNasa	 A	 en	 todas	 las	 condiciones,	 que	 las	
interacciones	que	pudiésemos	observar	no	se	debiesen	a	uniones	a	través	de	ácidos	
nucleicos	 entre	 nuestras	 proteínas.	 Este	 control	 resultaba	 del	 todo	 pertinente,	
debido	 a	 que	 está	 ampliamente	 descrita	 la	 afinidad	 del	 dominio	 NC	 de	 la	
poliproteína	Pr55-Gag	por	 los	ácidos	nucleicos,	a	 través	de	dos	dominios	dedo	de	
zinc,	 altamente	 conservados	 en	 su	 estructura,	 los	 cuales	 le	 permiten	 unirse	
específicamente	a	la	región	de	encapasidación	Psi	(y)	del	ARN	viral	genómico,	para	
la	dimerización	del	mismo	e	incorporación	a	los	viriones	nacientes	(De	Guzman	et	
al.	1998).		
	
Teniendo	 en	 cuenta	 estos	 resultados,	 la	 interacción	 entre	 HDAC6	 y	 Pr55-Gag	
estaría	ocurriendo	a	través	de	algún	dominio	que	aún	no	hemos	identificado	en	la	
enzima	HDAC6,	pero	que,	al	menos	podemos	asegurar	que	no	se	trata	del	dominio	
BUZ.	Si	la	interacción	con	Pr55-Gag	a	través	de	BUZ	fuese	aún	posible,	al	menos,	su	
magnitud	no	sería	la	suficiente,	con	respecto	a	la	unión	mediada	por	otra	región	de	
la	 enzima,	 como	 para	 suponer	 una	 pérdida	 notable	 del	 resultado	 final	 de	
degradación	 de	 Pr55-Gag,	 tal	 y	 como	 observábamos	 en	 los	 experimentos	 donde	
analizábamos	 la	 disminución	 de	 la	 Pr55-Gag	 promovida	 por	 HDAC6,	 donde	 el	
constructo	 HDC6-∆BUZ	 demostraba	 ser	 tan	 eficiente	 como	 el	 wt-HDAC6	 para	
inducir	este	fenómeno.	
	
Sin	 embargo,	 no	 podíamos	describir	 que	HDAC6	promovía	 su	 acción	degradativa	
descrita	 sobre	 Pr55-Gag,	 de	 manera	 no	 dependiente	 del	 dominio	 BUZ,	 si	 no	
demostrábamos	que	 la	ruta	degradativa	 implicada	en	 la	disminución	de	Pr55-Gag	
observada	 cuando	 sobreexpresábamos	 el	 HDAC6-∆BUZ,	 era	 la	 ruta	 autofágica,	
como	 ya	 habían	 demostrado	 trabajos	 previos	 de	 nuestro	 laboratorio	 para	 el	
constructo	 completo	 wt-HDAC6	 (Marrero-Hernandez	 et	 al.	 2019).	 En	 efecto,	
nuestros	resultados	 indicaron	que,	mediante	el	 tratamiento	de	 las	condiciones	de	
experimento	 con	 3-metiladenina,	 se	 pierde	 el	 perfil	 de	 disminución	 de	 Pr55-Gag	
observado	al	sobreexpresar	el	HDAC6-∆BUZ,	al	igual	que	ocurre	para	la	forma	wt-
HDAC6.	 El	 empleo	 de	 3-metiladenina	 nos	 ofrece	 una	 herramienta	 válida	 para	 la	
inhibición	de	la	ruta	autofágica,	debido	a	que	su	mecanismo	de	acción,	inhibiendo	la	
actividad	de	la	PI3K	de	clase	III,	impide	la	formación	del	PI(3)P	(fosfatidilinositol	3-
fosfato),	el	cual	es	necesario	para	 la	 formación	de	 los	autofagosomas,	bloqueando	
de	esta	manera	la	ruta	autofágica	en	una	etapa	temprana	(revisado	en	(Burman	and	
Ktistakis	 2010).	 Además,	 esta	 estrategia	 había	 sido	 empleada	 previamente	 y,	 de	
manera	 exitosa,	 por	 nuestro	 laboratorio	 para	 definir	 la	 importancia	 de	 la	 ruta	
autofágica	 en	 las	 degradaciones	 promovidas	 por	HDAC6	 de	 la	 proteína	 accesoria	
del	 VIH-1	 Vif	 y	 de	 la	 propia	 poliproteína	 Pr55-Gag	 (Valera	 et	 al.	 2015;	Marrero-
Hernandez	 et	 al.	 2019).	 Cabe	 destacar	 que	 la	 ruta	 autofágica	 que	 participa,	 en	
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último	 término,	 en	 la	 degradación	 de	 Pr55-Gag	 promovida	 por	 HDAC6,	 no	 es	 la	
autofagia	basal	o	 inducida	por	escasez	de	nutrientes,	 la	cual	ocurre	sin	mediación	
de	HDAC6,	sino	el	proceso	de	degradación	conocido	como	autofágia	selectiva	o	QC,	
encargada	 del	 aclaramiento	 de	 agregados	 proteicos	 o	 proteínas	 aberrantes	 que	
pueden	 causar	 patologías	 (Lee	 et	 al.	 2010).	 Esta	 ruta	 implica	 previamente	 el	
mecanismo	 de	 transporte	 de	 los	 agregados	 proteicos	 a	 la	 formación	 de	 los	
agresomas,	proceso	que	en	el	caso	de	Pr55-Gag,	en	base	a	nuestros	datos,	ocurriría	
por	 una	 interacción	 de	 HDC6	 con	 esta	 poliproteína	 no	 dependiente	 del	 dominio	
BUZ.	
	
Por	 otro	 lado,	 nuestro	 grupo	 había	 descrito	 la	 existencia	 de	 la	 interacción	 de	
HDAC6	 con	 la	 enzima	APOBEC3G	 (A3G),	 que	 ocurría	 con	 tanto	 con	 una	 proteína	
HDAC6	completa,	como	con	su	dominio	BUZ	aislado,	pero,	además,	era	posible	en	
ausencia	 de	 dicho	 dominio	 en	 la	 proteína,	 demostrando	 A3G	 interacción	 con	 el	
constructo	 HDAC6-∆BUZ	 (Valera	 et	 al.	 2015).	 A3G	 es	 una	 enzima	 con	 actividad	
citidina	 desaminasa,	 que	 se	 expresa	 en	 linfocitos	 y	 actúa	 como	 un	 factor	 de	
restricción	 anti-VIH-1	 en	 el	 proceso	 de	 retrotranscripción,	 siendo	 contrarrestada	
mediante	 su	 degradación,	 por	 ruta	 proteasómica,	 promovida	 por	 la	 proteína	
accesoria	 Vif	 (Stopak	 et	 al.	 2003)	 (Marin	 et	 al.	 2003).	 Los	 experimentos	 de	
degradación	 de	 Pr55-Gag	 por	 parte	 de	HDAC6,	 presentados	 en	 esta	 tesis,	 habían	
sido	realizados	en	líneas	celulares	HEK-293T,	las	cuales	no	expresan	A3G	(Valera	et	
al.	2015)	y,	teniendo	en	cuenta	que	es	una	enzima	presente	de	manera	natural	en	
las	células	diana	del	VIH-1,	además	de	las	interacciones	descritas	de	la	misma	con	
HDAC6,	 resultaba	 del	 todo	 pertinente	 evaluar	 la	 influencia	 que	 podía	 tener	 su	
presencia	 en	 el	 fenómeno	 degradativo	 sobre	 Pr55-Gag,	 que	 estábamos	
describiendo	y,	si	podía	interferir	en	el	resultado	del	mismo.		
	
Nuestros	resultados	indicaron	que	la	presencia	de	A3G	dificulta	la	degradación	de	
Pr55-Gag	 por	 parte	 de	 HDAC6-∆BUZ,	 aunque	 no	 se	 observa	 ninguna	 influencia	
sobre	 el	 fenómeno	 degradativo	 cuando	 es	 promovido	 por	 la	 forma	 completa	wt-
HDAC6	de	la	enzima.	Es	decir,	en	presencia	de	A3G,	un	HDAC6	carente	del	dominio	
BUZ,	encuentra	dificultada	su	capacidad	de	promover	la	degradación	de	Pr55-Gag	
y,	 teniendo	 en	 cuenta	 la	 interacción	 descrita	 entre	 A3G	 y	 este	 constructo,	
podríamos	 deducir	 que	 A3G	 podría	 estar	 bloqueando	 en	 el	 constructo	 HDAC6-
∆BUZ,	 la	 región,	 aún	 por	 identificar,	 mediante	 la	 cual	 HDAC6	 y	 Pr55-Gag	
interaccionan.	 Sería	posible	que	A3G	 interaccione	de	otra	manera	 con	un	HDAC6	
completo,	tal	vez	a	través	del	dominio	BUZ	(por	el	cual	también	presenta	afinidad	
descrita	(Valera	et	al.	2015)),	por	lo	que,	en	este	caso,	no	interfiriese	con	la	acción	
de	HDAC6	sobre	Pr55-Gag,	tal	y	como	observamos	en	nuestros	resultados.	
	
Si	bien	habría	que	tener	en	cuenta	también	que	la	interacción	de	A3G	con	Pr55-Gag,	
a	través	del	dominio	NC	está	descrita	y	es	la	que	permite	la	incorporación	de	este	
factor	 de	 restricción	 a	 lo	 viriones	 nacientes	 (Alce	 and	 Popik	 2004),	 nuestro	
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razonamiento	 nos	 inclina	 más	 teorizar	 que,	 la	 interferencia	 observada	 en	 la	
degradación	de	Pr55-Gag	estaría	debiéndose	a	la	interacción	concreta	de	A3G	con	
el	HDAC6-∆BUZ,	ya	que	si	se	tratase	de	un	impedimento	debido	a	la	unión	de	Pr55-
Gag	 con	A3G,	 debería	 verse	 afectado	 también	 el	 constructo	wt-HDAC6,	 pero	 este	
seguía	demostrando	degradaciones	significativas	de	Pr55-Gag,	aun	en	presencia	de	
A3G.	
	
Nuestros	resultados	describiendo	la	 interacción	de	HDAC6	con	una	proteína,	para	
promover	 su	entrada	en	 rutas	degradativas,	 a	 través	de	un	dominio	distinto	a	 su	
dominio	 BUZ,	 suponen	 resultados	 que	 se	 alejan	 de	 la	 implicación,	 prácticamente	
dogmática,	que	se	le	atribuye	a	este	dominio	de	cara	a	la	interacción	con	residuos	
de	 ubiquitina	 presentes	 en	 los	 agregados	 proteicos,	 para	 el	 transporte	 de	 los	
mismos,	a	la	formación	de	agresomas,	por	parte	de	HDAC6	(Kawaguchi	et	al.	2003;	
Ouyang	et	al.	2012).	De	hecho,	 la	 interacción	de	HDAC6	con	 la	proteína	accesoria	
Vif	descrita	por	nuestro	grupo,	ocurre	precisamente	a	través	de	este	dominio	BUZ,	
desencadenando	 la	 degradación	 de	Vif	mediante	 su	 transporte	 a	 la	 formación	 de	
agresomas,	 que	 entran	 finalmente	 en	 la	 ruta	 autofágica	 (Valera	 et	 al.	 2015).	 Sin	
embargo,	nuestras	descripciones	no	resultan	descabelladas,	 si	 tenemos	en	cuenta	
que	 también	 se	 han	 encontrado	 interacciones	 de	HDAC6	 con	 proteínas	mediante	
dominios	 diferentes	 a	 BUZ,	 como	 en	 el	 caso	 de	 la	 proteína	TAU,	 a	 la	 cual	 se	 une	
HDAC6	a	través	de	su	dominio	SE14,	describiéndose	incluso	la	acumulación	de	TAU	
en	 estructuras	 perinucleares	 tipo	 agresoma,	 como	 resultado	 de	 esta	 interacción		
(Ding,	Dolan,	and	Johnson	2008).	
	
Por	otro	 lado,	es	bien	conocida	 la	promiscuidad	de	 la	poliproteína	Pr55-Gag	para	
interaccionar	con	multitud	de	moléculas,	especialmente	a	través	de	su	dominio	NC	
(revisado	en	(Klingler	et	al.	2020),	con	el	que,	ya	hemos	citado	previamente,	media	
la	unión	a	la	enzima	A3G	(Alce	and	Popik	2004).	Pero,	además,	recientemente	se	ha	
descrito	 como	 la	 proteína	 IQGAP1	 (en	 inglés,	 “IQ	 motif-containing	 GTPase	
activating	protein	1”)	promueve	la	regulación	negativa	de	los	niveles	en	membrana	
de	Pr55-Gag,	en	el	proceso	de	formación	de	viriones,	mediante	una	interacción	que	
depende	 de	 los	 dominios	 NC	 y	 p6	 de	 Pr55-Gag,	 lo	 que	 resulta	 en	 una	 menor	
producción	viral	(Sabo,	de	Los	Santos,	and	Goff	2020).	IQGAP1	es	una	proteína	que	
se	 expresa	 de	 manera	 ubicua	 en	 las	 células	 del	 organismo	 y	 que	 desempeña	
funciones	de	regulación	del	citoesqueleto,	modulando	la	polimerización	de	la	actina	
y	 e	 interviniendo	 en	 la	 regulación	 de	 los	microtúbulos	 (revisado	 en	 (Briggs	 and	
Sacks	 2003)),	 funciones	 que,	 curiosamente	 guardan	 cierta	 similitud	 con	 las	 de	 la	
enzima	HDAC6.	
	
En	ese	sentido,	nuestros	experimentos	ensayando	construcciones	del	cuerpo	viral,	
donde	 habían	 sido	 mutados	 ciertos	 aminoácidos	 de	 lisina	 localizados	 en	 las	
regiones	NC,	SP2	y	p6	de	la	poliproteína,	nos	indicaron	que	la	acumulación	de	más	
de	 uno	 de	 estos	 dominios	 con	 mutaciones	 en	 su	 secuencia,	 dificulta	 el	 efecto	
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degradativo	 promovido	 por	 HDAC6	 (Fig.	 12),	 lo	 cual	 podría	 indicar	 que	 la	
integridad	 de	 la	 secuencia	 de	 dominios	 de	 Pr55-Gag	 es	 importante	 para	 su	
interacción	con	esta	enzima.		
	
Si	 bien	 los	 trabajos	 del	 equipo	 del	 Dr.	 Hans-Georg	 Kräusslich,	 empleando	
precisamente	estos	constructos	mutados,	habían		descrito	que	la	ubiquitinación	de	
estas	lisinas	era	un	proceso	fundamental	para	el	proceso	de	escisión	de	los	viriones	
(Gottwein	et	al.	2006),	no	podemos	obviar	la	importancia	de	los	residuos	de	lisina	
para	numerosas	modificaciones	postraduccionales	de	 las	proteínas,	 además	de	 la	
ubiquitinación,	 como	 acetilaciones,	 metilaciones	 y	 muchas	 otras	 acilaciones	
(revisado	 en	 (Wang	 and	 Cole	 2020)),	 así	 como	 en	 la	 interacción	 entre	 proteínas	
(Sun	et	al.	2013).	Las	modificaciones	en	los	residuos	de	lisina	de	los	dominios	NC,	
SP2	y	p6	de	Pr55-Gag	podrían	implicar	alteraciones,	más	allá	de	la	ubiquitinación	
de	 los	mismos,	 que	 tal	 vez	 afecten	 a	 la	 región	 de	 unión	 de	 esta	 poliproteína	 con	
HDAC6,	pero	requerimos	de	realizar	más	estudios	para	comprobar	en	profundidad	
la	importancia	de	estos	dominios	en	dicha	interacción.	
	
Finalmente,	 tras	 una	 mirada	 amplia	 hacia	 los	 resultados	 de	 nuestro	 trabajo,	
podríamos	 teorizar	 sobre	 el	 proceso	 de	 interacción	 entre	 HDAC6	 y	 Pr55-Gag,	
planteando	un	modelo	que	se	ajusta	a	nuestros	resultados	(Fig.	13).		
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En	este	modelo	teórico,	HDAC6	interaccionaría	con	Pr55-Gag	a	través	de	una	región	
diferente	del	dominio	BUZ,	que	estaría	presente	también	en	el	constructo	HDAC6-
∆BUZ,	 por	 lo	 que	 la	 degradación	 de	 esta	 poliproteína	 ocurriría,	 indistintamente,	
promovida	 por	 un	 constructo	 completo	 wt-HDAC6	 (Fig.13	 a),	 equivalente	 a	 la	
proteína	HDAC6	endógena,	así	como	con	dicha	construcción	HDAC6-∆BUZ	(Fig.13	
b).	Sin	embargo,	en	presencia	de	A3G,	si	bien	la	forma	completa	de	la	enzima	podría	
interaccionar	 con	 Pr55-Gag	 y	 promover	 su	 degradación,	 pese	 a	 que	 A3G	 pueda	
interaccionar	 con	 HDAC6,	 debido	 a	 que	 estas	 interacciones	 podrían	 darse	
diferentes	dominios	(tal	vez	el	susodicho	dominio	BUZ	para	A3G)	(Fig.	13	c);	en	el	
caso	 de	 la	 forma	HDAC6-∆BUZ,	 Pr55-Gag	 y	 A3G	 podrían	 tener	 que	 competir	 por	
una	misma	 región	 para	 interaccionar	 con	 este	 constructo,	 viéndose	mermada	 en	
este	caso	la	interacción	con	Pr55-Gag	y	su	consiguiente	degradación	(Fig.	13	d).		
	
Dichas	 regiones	 de	 interacción	 entre	 HDAC6	 y	 Pr55-Gag,	 requieren	 aún	 de	 una	
identificación	 minuciosa,	 pero	 teniendo	 en	 cuenta	 nuestros	 resultados	 que	
descartan	el	dominio	BUZ	de	HDAC6	y,	 las	descripciones	en	la	literatura	científica	
de	 interacciones	de	esta	enzima	con	otras	proteínas	 como	TAU	 (Ding,	Dolan,	 and	
Johnson	2008),	el	dominio	SE14	podría	ser	un	buen	candidato	a	evaluar	para	esta	
interacción	en	futuros	trabajos	experimentales.	Por	otro	lado,	los	resultados	de	los	
experimentos	empleando	construcciones	del	cuerpo	viral	mutadas	en	los	dominios	
NC,	SP2	y	p6	nos	inclinan	a	pensar	en	la	importancia	de	estos	dominios	para	dicha	
interacción	con	HDAC6.	
	
En	 cualquier	 caso,	 el	 estudio	 realizado	 en	 esta	 tesis	 presenta	 descripciones	
novedosas	de	la	interacción	entre	HDAC6	y	la	poliproteína	estructural	Pr55-Gag	del	
virus	VIH-1,	que	abren	camino	a	futuros	trabajos,	prometedores	de	cara	al	empleo	
de	estrategias	terapéuticas	basadas	en	esta	enzima,	demostradamente	cumplidora	
de	los	requisitos	para	considerarla	un	factor	de	restricción	anti-VIH-1.		
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

Figura	13.	 Representación	esquemática	del	modelo	teórico	que	podríamos	plantear	a	raíz	de	nuestros	
resultados.	



144 / 197

Este documento incorpora firma electrónica, y es copia auténtica de un documento electrónico archivado por la ULL según la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente dirección https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 3296050				Código de verificación: Ejn1Cgrf

Firmado por: Daniel Márquez Arce Fecha: 22/03/2021 14:17:05
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

Agustín Valenzuela Fernández 22/03/2021 16:24:51
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

María de las Maravillas Aguiar Aguilar 21/04/2021 15:56:46
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electrónica

Entrada
Nº registro:  2021/22338

Nº reg. oficina:  OF002/2021/22026
Fecha:  22/03/2021 16:46:09

	
	

	

	
	 	



145 / 197

Este documento incorpora firma electrónica, y es copia auténtica de un documento electrónico archivado por la ULL según la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente dirección https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 3296050				Código de verificación: Ejn1Cgrf

Firmado por: Daniel Márquez Arce Fecha: 22/03/2021 14:17:05
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

Agustín Valenzuela Fernández 22/03/2021 16:24:51
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

María de las Maravillas Aguiar Aguilar 21/04/2021 15:56:46
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electrónica

Entrada
Nº registro:  2021/22338

Nº reg. oficina:  OF002/2021/22026
Fecha:  22/03/2021 16:46:09

	

	

	
	

CONCLUSIONES	
	 	

6	



146 / 197

Este documento incorpora firma electrónica, y es copia auténtica de un documento electrónico archivado por la ULL según la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente dirección https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 3296050				Código de verificación: Ejn1Cgrf

Firmado por: Daniel Márquez Arce Fecha: 22/03/2021 14:17:05
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

Agustín Valenzuela Fernández 22/03/2021 16:24:51
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

María de las Maravillas Aguiar Aguilar 21/04/2021 15:56:46
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electrónica

Entrada
Nº registro:  2021/22338

Nº reg. oficina:  OF002/2021/22026
Fecha:  22/03/2021 16:46:09

	
	

	

	
	 	



147 / 197

Este documento incorpora firma electrónica, y es copia auténtica de un documento electrónico archivado por la ULL según la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente dirección https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 3296050				Código de verificación: Ejn1Cgrf

Firmado por: Daniel Márquez Arce Fecha: 22/03/2021 14:17:05
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

Agustín Valenzuela Fernández 22/03/2021 16:24:51
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

María de las Maravillas Aguiar Aguilar 21/04/2021 15:56:46
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electrónica

Entrada
Nº registro:  2021/22338

Nº reg. oficina:  OF002/2021/22026
Fecha:  22/03/2021 16:46:09

Conclusiones	

	 131	

En	primer	 lugar,	 las	Env	de	un	clúster	de	pacientes	LTNP-EC	presentan	una	
deficiente	 señalización	 sobre	 CD4	 en	 la	 entrada	 viral	 y	 una	 escasa	
infectividad,	que	es	consecuente	con	el	perfil	de	progresión	de	los	pacientes.	
	
-	Las	Env	del	clúster	LTNP-EC	estudiado	presentan	una	inferior	entrada	viral	frente	
a	controles	de	Env	de	pacientes	progresores	crónicos.	
	
-	Las	Env	del	clúster	LTNP-	promueven	una	inferior	estabilización	de	la	a-tubulina	
acetilada	a	la	que	promueven	las	Env	de	pacientes	progresores	crónicos.	
	
-	 Estas	 Env	 también	 promueven	 una	 menor	 reorganización	 de	 la	 actina	 para	 la	
formación	 del	 fenómeno	 del	 ”capping”,	 a	 la	 promovida	 por	 Env	 de	 pacientes	
progresores.	
	
-	 La	 secuencia	 conservada	 en	 el	 tiempo,	 en	 las	 Env	 de	 este	 clúster	 LTNP-EC,	 es	
fundamental	 para	 su	 deficiente	 infectividad,	 fundamentando	 la	 heredabilidad	 de	
estas	características	para	condicionar	fenotipos	clínicos.	
	
	
En	 segundo	 lugar,	 HDAC6	 interacciona	 con	 Pr55-Gag	 y	 promueve	 su	
degradación,	y	este	fenómeno	ocurre	de	manera	independiente	a	su	dominio	
BUZ	de	unión	a	ubiquitina.	
	
-	 Un	 HDAC6	 carente	 del	 dominio	 BUZ	 promueve	 la	 degradación	 de	 Pr55-Gag	 de	
forma	comparable	a	un	constructo	completo.	
	
-	Pr55-Gag	interacciona	con	HDAC6	por	una	región	diferente	al	dominio	BUZ.	
	
-	La	degradación	de	Pr55-Gag	promovida	por	un	HDAC6	carente	del	dominio	BUZ,	
ocurre	por	la	ruta	autofágica,	al	igual	que	para	el	constructo	wt-HDAC6.	
	
-	 La	presencia	de	A3G	dificulta	 la	degradación	de	Pr55-Gag	por	parte	de	HDAC6-
ΔBUZ.	
	
-	Mutaciones	combinadas	en	residuos	de	 lisina	de	Pr55-Gag,	en	sus	dominios	NC,	
SP2	y	p6,	impiden	su	degradación	promovida	por	HDAC6.	
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Durante	 el	 desarrollo	 de	 esta	Tesis	Doctoral,	 el	 trabajo	 resultante	del	Objetivo	1,	
aquí	 descrito,	 dio	 lugar	 a	 la	 publicación,	 como	 coautor,	 de	 un	 artículo	 de	
investigación	en	 la	 revista	mBio®,	 incluido	a	partir	de	 la	 siguiente	página	de	 este	
apartado	anexo	y,	cuya	referencia	bibliográfica	es:	
	
• Casado	C,	Marrero-Hernández	S,	Márquez-Arce	D,	Pernas	M,	Marfil	S,	Borràs-

Grañana	F,	Olivares	I,	Cabrera-Rodríguez	R,	Valera	MS,	de	Armas-Rillo	L,	Lemey	
P,	 Blanco	 J,	 Valenzuela-Fernández	 A,	 Lopez-Galíndez	 C.	 Viral	 Characteristics	
Associated	 with	 the	 Clinical	 Nonprogressor	 Phenotype	 Are	 Inherited	 by	 Viruses	
from	a	Cluster	of	HIV-1	Elite	Controllers.	mBio.	2018	Apr	10;9(2):e02338-17.	doi:	
10.1128/mBio.02338-17	

	
Además,	 durante	 el	 periodo	 formativo	 de	 esta	 Tesis	 Doctoral,	 también	 se	
publicaron,	 como	 coautor,	 otros	 dos	 artículos	 estrechamente	 relacionados	 con	 la	
temática	 de	 esta	 Tesis,	 aunque	 no	 derivados	 directamente	 de	 los	 resultados	 del	
trabajo	experimental	aquí	presentado,	cuyas	referencias	bibliográficas	se	exponen	
a	continuación:	
	
o Cabrera-Rodríguez	 R,	 Hebmann	 V,	 Marfil	 S,	 Pernas	 M,	 Marrero-Hernández	 S,	

Cabrera	 C,	 Urrea	 V,	 Casado	 C,	 Olivares	 I,	 Márquez-Arce	 D,	 Pérez-Yanes	 S,	
Estévez-Herrera	 J,	 Clotet	 B,	 Espert	 L,	 López-Galíndez	 C,	 Biard-Piechaczyk	 M,	
Valenzuela-Fernández	 A,	 Blanco	 J.	 HIV-1	 envelope	 glycoproteins	 isolated	 from	
Viremic	Non-Progressor	 individuals	are	 fully	 functional	and	 cytopathic.	 Sci	Rep.	
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