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ABSTRACT

Many approaches have been tried to find a cure and an HIV vaccine. One of the molecules
targeted to achieve a solution to this epidemic is Nef. This viral protein has been proved
to alter cellular pathways in infected cells, interfere in the expression of surface
receptors, and enhance viral replication and infectivity.

Nef structure and variability allows it to interact with multiple molecules of the host cells.
Nef seems to have multiple ways of enhancing viral success depending on the stage of
the cycle and the cell line it is infecting. It has been proved that deletion of functional Nef
leads to decreased infectivity, viral load, and progression to AIDS. This protein has also
been related to HIV evasion of immune responses targeting. The importance of Nef has
been noted too when studying common ligands of this molecules, as CCR5, whose certain
mutations can block HIV infection.

This project is a bibliographical review about Nef structure and function as well as the
potentials uses of this knowledge in the creation of an effective vaccine or treatment to
HIV infection.

Key words: HIV infection, Nef protein, HIV vaccine, AIDS.

RESUMEN

Se han probado muchos enfoques con el fin de encontrar una cura y una vacuna contra
el VIH. Una de las moléculas seleccionadas para encontrar la solucion a esta epidemia es
Nef. Se ha comprobado que esta proteina viral puede alterar las rutas celulares en células
infectadas, interferir en la expresion de receptores de superficie, y mejorar la replicacion
viral y la infectividad.

La estructura y variabilidad de Nef le confiere la capacidad de interactuar con multiples
moléculas de la célula hospedadora. Nef parece presentar multiples formas de mejorar
el proceso viral en funcion del momento del ciclo y la linea celular que esté infectando.
Se ha demostrado que la delecion de Nef funcional lleva a una disminucion de la
infectividad, la carga viral y la velocidad de progresion a la fase SIDA. Esta proteina
también se ha relacionado con la evasion viral de las respuestas inmunes.

Este Trabajo de Fin de Mdster es una revision bibliogrdfica sobre la estructura de Nef y
sus funciones, asi como los potenciales usos de este conocimiento en la elaboracion de
vacuna o tratamiento efectivos contra el VIH.

Palabras clave: infeccidn VIH, proteina Nef, vacuna VIH, SIDA.




INTRODUCCION

VIH Y SIDA: UN PROBLEMA MUNDIAL

La prevalencia de VIH-1y VIH-2 no ha dejado de aumentar (Figura 1), siendo el VIH-1 el
que mayor distribucién (Figura 2) y virulencia presenta.
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Figura 1. Progreso de la prevalencia de VIH desde 1990. En 2018 mds de un millén y
medio de personas contrajeron el VIH, llegando a haber una prevalencia de 37,9
millones. En este mismo afio 770 mil personas murieron por enfermedades relacionadas
con el SIDA. Recuperado de UNAIDS".

Rest of the world 8.1 million

Dem. Rep. of the Congo 0.5 million
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Figura 2. Distribucion del VIH en diferentes paises del mundo. Los esfuerzos de los
programas de erradicacion deben adecuarse a la situacion especifica de cada uno de los
paises afectados, pues la prevalencia es variable. Recuperado de UNAIDS*.




El programa ONUSIDA, ha implantado la estrategia 90-90-90 (Figura 3) para acabar con
la pandemia de SIDA para el afio 2030. El objetivo de este programa era administrar
tratamiento a 30 millones de personas para el afio 2020 y disminuir la incidencia global
al menos hasta 200.000 nuevos casos anuales para dejar de considerar al VIH un virus
pandémico.

HIV testing and treatment cascade, global, 2019
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Figura 3. Progreso del programa 90-90-90 en 2019. Para 2020 el 90% de las personas
que viven con VIH debian conocer su estado seroldgico, el 90% de los infectados debian
recibir tratamiento antirretroviral, y el 90% de estos debia presentar una carga virica
indetectable. El margen que habria que salvar para cumplir los objetivos marcados para
el 2020 se presentaba demasiado amplio. Recuperado de UNAIDS".

Una de las acciones clave para reducir la incidencia del VIH podria ser el uso de profilaxis
pre-exposicion (PreP) en poblaciones susceptibles.

Los tratamientos se basan en la administracién de medicamentos que inhiben la
transcriptasa reversa y enzimas proteoliticas. La terapia antirretroviral combinada
(TARc), es capaz de reducir la viremia en plasma por debajo del umbral de deteccién
(<50 copias ARN+ viral/ml de sangre) de las pruebas diagndsticas?, las infecciones
oportunistas y la mortalidad®. Una carga virica indetectable impide la transmision del
VIH'. Sin embargo, el VIH es capaz de replicarse en los linfocitos T CD4+ inactivos” a
pesar de que los niveles de viremia en plasma se supriman por la TARc por un largo
periodo®®. Por ello, el cese de la terapia provoca un aumento de la viremia’.

VIH: EL VIRUS Y SU CICLO

Morfolégicamente, partiendo del exterior hacia el interior, el VIH consta de envoltura
lipidica, matriz y capside (Figura 4). El genoma del VIH tiene 9 marcos abiertos de lectura
(ORF). Tres de estos se corresponden con proteinas estructurales (Gag, Pol y Env) y el
resto con proteinas reguladoras (Vif, Vpr, Tat, Rev, Vpu/Vpx, Nef) (Tabla 1).




| Gen Codifica Funcidn de la proteina codificada |

Gag (Group-specific antigen) Pr55* Precursor de proteina de matriz (p17),
capside (p24) y nucleocapside (p7 y p9).

Pol (DNA Polymerase) pl000* Precursor de proteasa (p10),
retrotranscriptasa y endonucleasa.

Env (Envelope) gpl60* Precursor de gp120 y proteina
transmembrana gp41.

Tat (Transactivator of pla Transcripcion viral.

transcription)

Rev (Regulatory expression of pl19 Expresién de proteinas virales

viral protein) estructurales.

Nef (Negative expression factor) p27* Promueve infectividad e inhibe factores
celulares.

Vif (Virion infectivity factor) p23* Contrarresta las acciones inhibitorias de los
factores celulares.

Vpr (Viral protein R) pl5* Promueve el transporte de complejos
virales al nucleo del hospedador.

Vpu/Vpx (Viral protein U/R) ple* Promueve la madurez y liberacion de la

progenie viral desde la célula.

Tabla 1. Genes y productos correspondientes a los ORF del genoma de VIH. *Proteina
precursora.
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Figura 4. Morfologia del VIH. La envoltura posee proteinas del huésped y glicoproteinas
viricas. La matriz viral estd formada por la proteina MA miristoilada. La proteina p24
forma la cdpside (CA) o core, en cuyo interior se encuentran las enzimas y proteinas
virales necesarias para armar el provirus (PR (proteasa viral), RT (retrotranscriptasa), IN
(integrasa), y NC (proteina de nucleocdpside)) y dos ARN+ de cadena simple, homdlogos,
pero no idénticos. Recuperado de SciStyle®.




El ciclo viral del VIH (Figura 5). comienza cuando la glicoproteina gp120 de superficie se
une con la célula hospedadora a través de los receptores de CD4°. Desde el
descubrimiento de los receptores de quimiocinas como correceptores de CD4, el
tropismo de VIH viene determinado por el correceptor que emplea el virus para infectar.
Las cepas de VIH X4, R5 y R5X4 trdpicas utilizan los receptores de quimiocinas CXCR4,
CCR5 o ambos receptores respectivamente”.
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Figura 5. Ciclo viral del VIH. Gp120 se une a los receptores celulares de CD4 de linfocitos
Ty macrdéfagos fundamentalmente. Esto es necesario para la fusion de las membranas
celular y viral, pero no es suficiente. Mds adelante hablaremos de los correceptores
necesarios junto a CD4. Una vez se encuentra el material virico en la célula hospedadora,
el genoma virico se retrotranscribe y transporta al nucleo para incorporarse al genoma
celular. Una vez formado el provirus, es necesario que la célula hospedadora esté
activada para crear nuevas copias viricas. Extraida de Shukla et al.*°.

De forma general, la primoinfeccion de VIH se debe a la entrada de VIH R5 en células
CD4+ de las mucosas. Durante la infeccion aguda, el virus pasa a las células T activadas
y la replicacién del virus aumenta. Las células T se agotan mientras la respuesta inmune
falla estableciéndose el estado persistente. Durante este estado los linfocitos CD4+
siguen disminuyendo, aunque la replicacién es baja. La generacion de variabilidad de




VIH provoca, eventualmente, una cepa de VIH mas virulenta (normalmente X4) y la
viremia aumenta a la vez que el recuento de células T disminuye”.

La proteina viral gp120 bloquea la unién normal de los ligandos (internalizando sus
receptores) y desregula rutas intracelulares, llevando al agotamiento de las células T
caracteristico en enfermos de VIH

CONTROL NATURAL DE LA INFECCION

En el momento de establecerse una infeccidon por VIH existen diversos factores que
pueden determinar el éxito o fracaso de esta. Factores celulares son capaces de reducir
el impacto de la infeccién o frenar por completo la misma. Por otro lado, algunas
variaciones en el propio VIH pueden dificultar que se produzca la infeccidn.

CCR5: el factor del huésped que protege de la infeccion

Uno de los correceptores del VIH-1 es CCR5. Las mutaciones homocigdticas en el gen
CCR5 resultan en la pérdida funcional de dicho receptor en la superficie celular y
confiere resistencia a la infeccidn por el VIH, mientras que la posesién de la delecidn en
un unico alelo provoca que el curso de la enfermedad sea mucho menos progresivo

Se han descrito dos tipos de mutaciones en el gen de CCR5. Ambas mutaciones se
corresponden con deleciones que se pueden observar en las Figura 6 y 7. Los individuos
homocigdticos para el gen CCR5A32 estan altamente protegidos contra la infeccién,
mientras que los heterocigotos adquieren una proteccidon mas limitada

Los pacientes de Berlin y Londres, Unicos curados hasta la fecha del VIH, son muestra de
la relevancia de este correceptor en la infeccién™”“". Los pacientes de Berlin y Londres
sufrian leucemia mieloide aguda y linfoma de Hodgkin respectivamente. Ambos fueron
sometidos a trasplantes de médula dsea cuyos donantes eran homocigdticos
CCR5A32/A32, es decir, resistentes a la infeccion por VIH. Tras mas de dos afios sin virus
y en ausencia de medicacion antirretroviral, los pacientes fueron declarados como
curados




Figura 6. Topologia de CCR5 en la que se resaltan en rojo las posiciones ocupadas por los
residuos que no se encuentran en los mutantes CCR5A24 y CCR5A32. La delecion
heterocigota CCR5A24 también se ha relacionado con proteccion frente a la infeccion.
Arendt et al.,

HA-CCRS5 WT HA-CCRS A24

Hela-CD4

HEK 293T

Figura 7. Imagen de inmunofluorescencia en la que se observa el mutante hCCR5A24 en
verde. Esta mutacion no es dominante negativa y permite la expresion de CCR5A24, pero
de forma acumulada intracelularmente, lo que resulta en que CCR5 no se exprese en
superficie, protegiendo de la infeccion por VIH a los individuos heterocigoticos CCR5A24.
Arendt et al.,




Control natural en la Cohorte del Banco de Sangre de Sydney (CBSS)

La CBSS esta formada por individuos que contrajeron el VIH a raiz de una transfusion
sanguinea, pero permanecieron asintomaticos durante afios’*. Habian sido infectados
por una cepa de VIH-1 menos virulenta, con una delecién en la region terminal larga del
gen nef (nef/LTR)*".

Dentro de la CBSS los factores celulares del sujeto C135 han controlado la replicacién
del VIH durante mas de 30 afios en ausencia de terapia antirretroviral. El sujeto C135 es
heterocigético CCR5A32°° y posee alelos HLA-B57 y HLA-DRB1*13:02:01°": variantes
de diversos antigenos leucocitarios humanos (HLA) relacionados con una mejor
respuesta celular y control de la viremia®’°*. Otros factores del hospedador que
controlan la infeccion por VIH no presentes en el sujeto C135 son el HLA-B27°% o HLA-
DRB1*13:03

EFECTOS DEL FACTOR VIRAL NEF EN LA INFECCION

La proteina Nef del VIH tiene la capacidad de alterar las vias de sefializacidon de las células
que infecta, aumentar la infectividad del virus y disminuir la expresion de CD4, asi como
del Complejo Mayor de Histocompatibilidad de Clase | del (CMH-I; MHC-I por sus siglas
en inglés) en la superficie de la célula hospedadora. El MHC en humanos se denomina
HLA, al que hemos hecho referencia en el punto anterior sobre el caso del CBSS.

Los simios infectados con VIS carentes de la proteina Nef muestran una menor carga
viral**. En humanos, el estudio de subgrupos de pacientes infectados con VIH carente de
Nef reveld una menor carga viral y mayores ratios de asintomaticos de larga duracion

. La simple expresién de Nef en ratas también desemboca en una patologia similar al
SIDA>®. Sin embargo, la ausencia de Nef en el VIH o VIS no previene la fase de SIDA
Nef no seria pues indispensable para el desarrollo de la fase SIDA, pero si promueve una
alta carga viral

Moléculas que bloqueen la accion de Nef son potenciales agentes terapéuticos™', por lo
gue parece ser una diana prometedora para combatir el VIH. A continuacién, vamos a
desarrollar los conocimientos existentes sobre Nef, asi como su papel en la infeccidén y
posibles aplicaciones en el desarrollo de terapias.




MATERIAL Y METODOS

La elaboracién de este trabajo se basé en trabajos de revision (“Reviews”) de referencia,
obtenidos mediante la busqueda bibliografica en la base de datos PubMed (National
Library of Medicine). Se utilizaron los términos de busqueda MeSH: “HIV infection”,
“HIV Nef”, “HIV vaccine”, “Nef vaccine””, “AIDS” con el uso del conector “AND”’. En
formato de vista resumen y por orden de fecha de publicaciéon se seleccionaron
publicaciones de los ultimos 10 afios. Se analizaron articulos y revisiones cientificas, asi
como los documentos de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS).

RESULTADOS

La bibliografia cientifica recoge numerosas funciones de la proteina viral Nef. A
continuacion, se desarrollaran los conocimientos sobre estructura y variabilidad de Nef,
asi como sus funciones, los efectos de su ausencia y las terapias en las que Nef podria
ser prometedor.

ESTRUCTURA'Y VARIABILIDAD NEF

Nef consta de un nucleo globular flanqueado por un brazo N-terminal flexible y un lazo
C-terminal desordenado (Tabla 2 y Figura 8).

Estructuralmente flexible.

Genéticamente variable.

Zona de anclaje a la membrana.

suele miristiolarse y/o fosforilarse tras la transcripcion (le
confiere alguna de sus funciones).

Extremo
N-Terminal

Mas desordenado.
Posee tres sitios de unién con vias endociticas.
Bucle flexible Estructura muy variable.
C-terminal Longitud similar en todos los casos.
Posible funcidn como espaciador entre ciertos péptidos y el
dominio nuclear.

Estable estructuralmente.

Conservado genéticamente entre lentivirus de simios.
Sitios de unién de mayoria de moléculas sefalizadoras.
Dominio Secuencia rica en prolina, P72xxP75

nuclear Unidn de diferentes quinasas (PAK)**,

plegado Unién de TCR

Unidn de tioesterasa humana

Unién de CD4

Unién de Nef>*.

Tabla 2. Caracteristicas y dominios de union de las diferentes regiones de Nef. *Entre el
extremo N-terminal y el dominio nuclear existe un punto de escision de la proteasa viral.
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Figura 8. Modelo estructural de la proteina Nef miristiolada. (A) Representacion de lazo
(B) Representacion de superficie molecular. Extraido de Geyer y Peterin®'.

Aunque la estructura terciaria del dominio nuclear no pueda cambiar*>*’, los extremos
N-terminal y el lazo C-terminal pueden ser modificados postranscripcionalmente para
cubrir o exponer sitios de unién de diferentes ligandos en el dominio nuclear. A su vez,
Nef puede adoptar tres conformaciones (Figura 9).
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Figura 9. Representacion de las diferentes conformaciones que puede adoptar Nef: (a)
conformacion cerrada; (b) conformacion semiabierta; y (c) conformacion abierta. El
cambio conformacional de la forma cerrada a semiabierta de Nef permitiria a Nef
anclarse a la membrana y exponer diferentes sitios de union de moléculas sefializadoras.
Una fosforilacion o la interaccion con una molécula diana apropiada podria generar un
cambio de la conformacion semiabierta a la abierta, lo que expondria el dominio nuclear.
En su conformacion cerrada Nef estaria protegida del clivaje proteolitico. Recuperado de
Arold y Baur®’.

La capacidad de Nef de interactuar con muchas proteinas simultaneamente (Figura 9) le
permite formar estructuras cuaternarias. Sin embargo, los sitios de unién para
diferentes moléculas se encuentran en ocasiones superpuestos, por lo que la unién de
una molécula inhibe la unidn de otras. Nef tiene diferentes efectos en diferentes
localizaciones en funcidn del estadio en el que se encuentre el ciclo de replicacion viral®’.

En todas las regiones de Nef podemos encontrar mutaciones, como se observa en la
Figura 10, capaces de alterar sus funciones. La Tabla 3 muestra algunas de las
mutaciones de la proteina Nef y sus efectos en las funciones de Nef.
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Figura 10. Estructura de la proteina Nef en la que se sefialan las mutaciones Nef-G2A,
Nef-PPAA y Nef-LLAA que se nombran en la tabla 1 y se encuentran en la region de
anclaje a la membrana, el nucleo y el bucle flexible C-terminal respectivamente.
Modificado de Arold y Baur®’.

Mutante Efecto

Nef-G2A Mutante no miristiolado. Impide la unién de la proteina a la
membrana plasmatica.

Nef-EA Se asocia con proteinas activadoras participantes en la
internalizacion, reciclaje y degradacion lisosomal.

Nef-LL/AA Mutante en una dileucina (L164-L165). Dominio de endocitosis
que interfiere en la internalizacién, reciclaje y degradacion
lisosomal.

Nef-PPAA Mutante en una region rica de prolina (P72xxP75/Axx1).
Interfiere en la interaccidén de Nef con SH2/3 y, por tanto, en la
internalizacion de CD4 en algunas células.

Tabla 3. Algunos mutantes de Nef y funciones de la molécula a las que afecta la
mutacion.

ESCAPE DEL SISTEMA INMUNE POR ACCION DE NEF

Nef provoca la internalizacion de receptores clave como MHC-I, MHC-II (del inglés;
Complejo Mayor de Histocompatibilidad de clase IlI), CD4, CCR5 y CXCR4. Asi, esta
proteina es capaz de alterar tanto la respuesta inmune adaptativa como la innata.

Por un lado, esta proteina disminuye la expresion de MHC-1°?, impidiendo asi la
eliminacion de las células infectadas por CTL"®. Esta accién requiere de la formacion de
un complejo trimolecular formado por Nef, MHC-1 y AP-1 (proteina activadora 1 de la
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transcripcion)®*. Existen dos posibles mecanismos, mostrados en la Figura 11, por los
gue Nef podria disminuir el MHC-I en superficie.

De una manera muy similar a la degradaciéon de MHC-I, Nef es capaz de internalizar CD4
(Figura 11). Esto parece deberse a la interaccion de Nef con B-COP>*°°, De esta manera,
se impide la superinfeccion y la muerte prematura de las células infectadas®’

Nef disminuye la expresion de MHC-II tanto eliminandolo activamente de la membrana
plasmética como impidiendo su transporte anterégrado a esta®®°*,

Nef también altera la respuesta innata afectando la actividad de las células NK. Para
establecer una infeccidon sistémica y con reservorios virales es necesario impedir la
accion de las células NK. El MHC-I inhibe la activacidon de estas células con actividad
citotoxica, por lo que la internalizacién de MHC-| por parte de Nef deberia provocar una
respuesta inmune citotoxica. Parece que Nef actua sobre diferentes ligandos de las
células NK y disminuye asi su actividad citotoxica® ®°. La proteina Nef inhibe también la
activacion de las células NKT uniéndose a su CD1d y degradandola en estructuras
endosomales®®%?,
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Figura 11. Representacion esquemdtica de la accion de Nef sobre MHC-I y CD4. Se
muestran los dos mecanismos por lo que Nef internaliza el MHC-I: (a) Nef bloquea la
externalizacion de MHC-I inmaduro al salir de la red del trans-Golgi y lo dirige a vesiculas
con B-COP (subunidad 8 del coatomero de Golgi participante en su gemacion y trdfico
vesicular) donde es degradado’®, o (b) Nef provoca la eliminacién activa de MHC-I de la
membrana plasmadtica a través de la activacion de quinasas de la familia Scr’*7¢. Estos
dos mecanismos no son excluyentes y es bastante probable que Nef utilice ambos en
funcién de la situacidn o el tipo celular’®. Estos mecanismos son también similares a los
utilizados para internalizar y degradar oros receptores. Extraido de Sudgen et al.”’.
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FUNCIONES DE NEF EN LA INFECCION

Aunqgue Nef no posea actividad enzimatica puede interactuar con numerosos factores
del hospedador, algunos de los cuales podemos observar en la Tabla 4. Esto le permite

utilizar la maquinaria de tréfico vesicular y alterar la sefializacion celular normal

en humanos)
FasL
Complejo
TCR/CD3
CD28

Tirosin-kinasas
Cofilina

BST2

DNM2

HDAC6

SERINC

Molécula Efecto de la interaccion con Nef
CD4 Aumento de infectividad y replicacion en células CD4+. Evita
superinfeccion y respuesta inmune.
HLA clase | Prevencion del efecto de células T citotoxicas.
(es el MHC-I

Apoptosis células T citotodxicas.
Disminucién del reconocimiento antigénico.

Disminucién del reconocimiento antigénico. Posible papel en
latencia.

Modificacién del umbral de activacion de linfocitos.

Bloqueo de la reordenacion del citoesqueleto y movilidad celular.
Promocidn la liberacién y dispersién de particulas virales.
Aumento de la infectividad.

Aumento de la replicacion y de la infeccion. Aumento de la unién
de Gag a la membrana plasmatica y estabilizacién de Vif.
Aumento de la infectividad.

Tabla 4. Algunas moléculas del hospedador con las que Nef interactua y efectos de
dicha interaccion.

El efecto mas relevante y conocido de Nef es la mejora de la infectividad. Se trata de una
caracteristica altamente conservada en lentivirus de primates’”®*. La alta presién
selectiva sobre Nef durante la progresién de la enfermedad® apoya su papel
intensificador de la infectividad.

El requerimiento de Nef para conseguir una infectividad éptima es muy variable y
depende del tipo celular en el que se produzcan los virus®®. Para que se produzca el
efecto de Nef en la infectividad es necesario que esta se exprese en la célula
productora®. Al ser Nef incorporada a las particulas virales y procesada por la proteasa
del VIH-1 durante la maduracién del viridn, se piensa que puede tener un rol especifico
en las etapas iniciales de la replicacidn

Dos articulos de Laguette et al.** y Qi y Aiken®’ sugieren que el papel de Nef en la
biogénesis es la causa de su efecto sobre la infectividad. Esto esta en consonancia con
la incapacidad de mejorar la infectividad de virus carentes de Nef (Nef-), expresando Nef
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en la célula diana®*“". Otra posibilidad contemplada es que el efecto de Nef sobre la
infectividad se deba a modificaciones post-translacionales dependientes de Nef de las
proteinas viricas.

Se ha confirmado utilizando diversos tipos celulares, células diana y clones moleculares
virales que VIH-1 incapaz de expresar Nef tiene menores tasas de infectividad que
su contraparte

La distinta infectividad de los virus Nef+ y Nef- puede deberse a que Nef secuestra las
rutas celulares de las células productoras de virus para en ultima instancia optimizar la
infectividad. Luego, las rutas celulares de las células diana podrian favorecer a los virus
Nef+ en etapas primarias del ciclo viral. También existe la posibilidad de que Nef reclute
cofactores o también de que contrarreste factores inhibitorios como hacen Vif, Vpu y
Vpx.

Los virus Nef+ tienen mayor eficiencia tras la entrada que su contraparte . Se ha
sugerido la existencia un bloqueo de las capsides tras la entrada que Nef (o las
modificaciones debidas a esta) contrarresta. Un posible efector de este bloqueo puede
ser la red cortical de actina puesto que los medicamentos dirigidos a esta molécula
disminuyen la infectividad en virus Nef-, pero no asi en virus Nef+

La transcriptasa reversa compensa el efecto de Nef en la infectividad'”’. Debida a la
relacion de dependencia entre la RT y la descomposicion de la capside (proceso de
“uncoating”), Nef podria afectar a cualquiera de dichos mecanismos . Aunque Nef
no muestra efecto sobre el proceso de “uncoating” in vitro, no se puede descartar un
efecto in vivo

Brugger et al.*"" identifica diferencias de composicidn lipidica entre virus Nef+ y Nef-.
Los distintos perfiles lipidicos de VIH Nef+ y Nef- muestran que la expresién de Nef en
las células productoras afecta de alguna forma a la biogénesis viral.

Las diferencias proteicas por otro lado se han relacionado con la expresién diferencial
de determinadas proteinas segln se expresara o no Nef en las células productoras de
virus. Entre estas se encuentran Ezrina y EHD4, que tienen una menor expresidn en virus
Nef+. Se plantea que estas moléculas son secuestradas por Nef en el proceso de
aumentar la infectividad, evitando su incorporacién a los viriones, y pueden ser
cofactores en el aumento de la infectividad por parte de Nef

También se ha documentado un efecto de Nef en la sintesis de ADNc en las células diana.
Este ADN circular se forma por efecto de una ligasa que crea un enlace covalente entre
ambos extremos del ADN. Los virus Nef+ producen mds cantidad de productos de
transcripcion reversa que los virus Nef-. Esto apoya un efecto de Nef entre la fusidn y la
traslocacion de ADN viral al nucleo

Para dilucidar qué papel tiene Nef en el aumento de la infectividad se han estudiado
mutantes de VIH-1 con Nef que no interactia con la dinamina 2. Esta molécula es
necesaria para la biogénesis de vesiculas intracelulares y su interaccién con Nef es
requerida para aumentar la infectividad*”°. También es necesaria la endocitosis mediada
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por clatrina, pues si se silencia el gen de la clatrina la infectividad no se ve mejorada
Se hace patente el papel fundamental que tiene la capacidad de Nef de alterar el trafico
vesicular para mejorar la infectividad del VIH.

TRATAMIENTOS CON NEF

La bibliografia deja claro que Nef, como factor patogénico con propiedades
pleiotrépicas, es una molécula vital en la patogénesis viral. Sin embargo, existen
numerosas incégnitas en cuanto a los mecanismos por los que Nef provoca sus
numerosos efectos. A pesar de ello, muchos estudios tratan de aprovechar el papel
decisivo de Nef en la infeccion para el desarrollo de diversos tratamientos. Asi, Nef se
ha probado como proteina recombinante e inmundgeno, en diferentes estrategias anti-
VIH.

Una vacuna MVA-nef fue testada en infectados de VIH crénicos por Cosma et al.

Previo a la vacunacién, al estimularse con Nef, se observd un desequilibrio entre Ia
respuesta de linfocitos T CD8 y linfocitos T CD4. Mientras la respuesta de las células T
CD8 era normal, la respuesta de las células T CD4 fue indetectable. La respuesta de
linfocitos T CD8 es vital en el control de la fase aguda de la infeccién tanto por VIH en

humanos como por VIS en primates . Por otro lado, la respuesta de linfocitos
T CD4 es de mayor importancia en la fase crénica de pacientes no progresores a largo
plazo y de pacientes sometidos a TARc

Respecto a la respuesta celular, el estudio de Cosma el al.'’’ tras tres vacunaciones
sucesivas con MVA-nef, la respuesta de linfocitos T CD4, medida como produccidn de
IFN-y, fue detectada en la mayoria de los pacientes (80%) (Figura 12). El vector MVA-nef
mejora la respuesta inmune CD4 especifica de Nef. Ademas, la vacunacién puede
aumentar la frecuencia relativa de linfocitos T CD4 especificos para Nef. Sin embargo, la
estimulacion de la respuesta inmune CD8 especifica para Nef no se ve practicamente
afectada. La respuesta humoral también se vio afectada por la administracién de Ila
vacuna. Aumentaron los titulos de IgG contra Nef recombinante en una minoria de los
pacientes (20%) mientras que en el resto se mantuvo estable. El nUmero de epitopos
capaces de reconocer las células T CD4+ aumentd en cuatro pacientes (Tabla 5).
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Figura 12. Respuesta CD4 medida como produccion de IFN-y de los once pacientes (1-11)
desde seis semanas antes de la vacunacion hasta semana 20 desde la primera dosis. La
vacunacion se efectud en las semanas 0, 2 y 16. Extraido de Cosma et al.*’.
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Epitope mapping
Subject 02 F I T

Epitopes targeted by the Nef-specic CD4 immune response”

3 82-101 g82-10m 82-101
4 - 82-101 82-101
182-201
10 112-131 112-131 112-131
12-31 12-31
102-121 102-121
11 - 102-121 102-121°
112-131 112-131°

* Epitopes recognised before the MVA-nef vaccination (0); after the
first imnmmisation at week 2 (I); after the second at week 4 or 8 (II):
and after the third at week 18 or 20.

® Epitopes location is given according to the HIV-1pa;-Bru Nef se-
quence (accession number K02013).

¢ This epitope mapping has been performed at week 16

Tabla 5. Reconocimiento de epitopos de Nef por células T CD4+. Modificado de Cosma et
al.’,

Comparaciones usando constructos de ADN de Nef-Vpr-Gp160-P24 con constructos de
Nef, muestran que Nef-Vpr-Gpl60-P24 podria ser un candidato vacunal muy
prometedor'’®, En este estudio se has utilizado estrategias de tipo prime/boost en las
gue el sistema inmune se estimula inicialmente con una vacuna y posteriormente se
estimula con antigenos homadlogos o heterdlogos (Figura 13).

Se estudid la respuesta de anticuerpos, citoquinas y Granzima B. En cuanto a la
respuesta de anticuerpos, se observd una mayor eficiencia con grupos heterdlogos y
grupos homdélogos de proteina/polipéptido comparado con grupos homélogos de ADN
(Figura 14). Ademads, la ratio distintas IgG indicaba una tendencia hacia respuestas
inmunes celulares. Esta misma tendencia se observd en las ratios de citoquinas. El
aumento de la produccién de Granzima B (Figura 15) también indicé actividad de
linfocitos T citotdxicos'*®. Estos estudios muestran que el polipéptido anterior es capaz
de promover la respuesta inmune de una manera similar a la proteina Nef, pero con la
ventaja de que el polipéptido se conserva mejor y ha mostrado menos efectos
secundarios**®.
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EZ3 G1: DNA/DNA/DNA

3 G2: DNA+MPG/DNA+MPG/DNA+MPG

E3 G3: DNA+HR9/DNA+HRI/DNA+HR9

[ G4: Peptide+Montanide/Peptide+Montanide/Peptide+Montanide
G5: Peptide+CyLoP-1/Peptide+CyLoP-1/Peptide+CyLoP-1

G6: Peptide+LDP-NLS/Peptide+LDP-NLS/Peptide+LDP-NLS
& G7: DNA+MPG/Peptide+Montanide/Peptide+Montanide

G8: DNA+MPG/Peptide+CyLoP-1/Peptide+CyLoP-1

G9: DNA+MPG/Peptide+LDP-NLS/Peptide+LDP-NLS

G10: DNA+HR9/Peptide+Montanide/Peptide+Montanide T3 G13: CyLoP-1/CyLoP-1/CyLoP-1
I3 G11: DNA+HRY/Peptide+CyLoP-1/Peptide+CyLoP-1 BX) G14: LDP-NLS/LDP-NLS/LDP-NLS
=) G12: DNA+HR9/Peptide+LDP-NLS/Peptide+LDP-NLS B3 G15: PBS/PBS/IPBS

Figura 3. Diferentes tratamientos llevados a cabo en el experimento: homodlogos de ADN
(G1-G3), péptidos homdlogos (G4-G6), heterdlogos de ADN y péptidos (G7-G12), y
controles (G13-G15). Cada tratamiento consta de tres administraciones separadas con
barras. Extraido de Davoodi et al.**>.
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Figura 14. Niveles de IgG totales en ratones inmunizados con Nef-Vpr-Gp160-P24 (a) y
Nef (b). Modificado de Davoodi et al.**>.
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Figura 15. Secrecion de Granzima B en ratones inmunizados con Nef-Vpr-Gp160-P24(a)
y Nef (b). Modificado de Davoodi et al.**>.

20



PERSPECTIVA

Ademas de los ya nombrados, uno de los campos mds prometedores en la biomedicina
es la ingenieria genética. El uso de la biotecnologia para modificar el material genético
de huésped, patdégeno o vector ha probado ser de gran utilidad a la hora de desarrollar
tanto tratamientos como diagndsticos de diversas enfermedades. El caso del VIH no es
diferente, y numerosos ensayos, algunos de los cuales se trataran a continuacién, han
utilizado estas técnicas para intentar acabar con las infecciones de VIH.

Ensayo de vacunacion STEP

Muchos esfuerzos a la hora de crear una vacuna contra el VIH-1 se han centrado en el
papel de las células T CD8+ en controlar la replicacion viral, tanto con VIH como
con VIS . Uno de los primeros ensayos vacunal de referencia se denominé STEP,
donde se probé la vacuna MRKAdS5 HIV-1 Gag/Pol/Nef. Esta vacuna utilizé un adenovirus
como vector para trasladar los genes de tres moléculas del VIH: Gag, Pol y Nef. A pesar
de que se mostraron respuestas de células T CD8+, fue ineficaz a la hora de reducir la
carga viral o evitar la adquisicion del virus

Sin embargo, un dato interesante que se obtuvo de este ensayo fue que los pacientes
vacunados de STEP tenian mas probabilidades de tener epitopos diferentes a los de Ia
vacuna'?’. Es posible que la respuesta de Linfocitos T citotdxicos (CTL) activada por la
vacuna genere una presion selectiva sobre el virus. Esto haria que los virus con epitopos
distintos a los de la vacuna se transmitieran preferentemente. La respuesta de CTL
también podria generar escapes virales mas frecuentemente, lo que crearia una mayor
divergencia respecto a la cepa de la vacuna.

La vacunaciéon STEP modula la respuesta de las células T que inicialmente se dirigen a
Nef. Esto indica que las células T Nef-especificas fueron sensibles a la vacunacién. Como
consecuencia, la diversidad de epitopos de Nef en pacientes vacunados fue mayor
(Tabla 6). Se demostré ademds que esta diversidad no estaba relacionada con la
duracién de la infeccién (Figura 16).
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CD8™ T-cell epitopes showing significant difference
(P<0.10) in epitope diversity between STEP vaccine and placebo
groups.

Average Average
epitope epitope
diversity in  diversity in
vaccinated placebo
Epitope patients (%)  patients (%) P value
EVGFPVRPQVPL (Nefgs_7e) 0.67 0.083 0.038
RERMRRAEP (Nef;7_55) 1.31 0 0.065
HPMSQHGIE (Nef;e6_174) 1.07 0.22 0.065
EDPEKEVLEWR (Nef;74_154) 1.33 0.30 0.083

Tabla 6. Epitopos de células T CD8+ cuya diversidad es mayor en vacunados con STEP.
Extraido de Park et al.*?3.
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Figura 4. Comparativa de duracion de la infeccion (a) y diversidad de epitopos de Nef (b)
en pacientes vacunados y grupo placebo. La diferencia de duracion no es significativa
(P=0,52) mientras que la de diversidad si lo es (P=0,98). Extraido de Park et al.*?3.

Park et al.*** propone producir respuestas de células T Nef-especificas inmunizando con
epitopos de Nef mutantes que fueran inmunodominantes, en lugar de con la forma mas
prevalente, para prevenir asi el escape viral generado por la respuesta de células T.

Virus carentes de Nef como vector vacunal

Al crear una vacuna atenuada del VIH existen dos retos que superar: la dificultad de
produccién masiva de virus, y los problemas de seguridad asociados a dicha produccién.
Algunos equipos, ademas de inactivar quimica y fisicamente el virus, han eliminado el
gen nef para disminuir los riesgos de la vacuna®?*.
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Diversos estudios han demostrado una fuerte inmunidad protectora tras la vacunacion
con virus nef defectivos como SIVmac239Anef y SIVmac239A3 . Ademads de utilizar
virus Nef defectivos como vector vacunal, se propone la utilizacién de inhibidores
moleculares de Nef como adyuvantes en la creacidn de vacunas

Se ha sugerido que la proteccién observada tras la vacunacién con VIH y VIS se debe a
la competicidn por células diana entre el virus atenuado y la forma salvaje. Esta
posibilidad ha sido refutada con vacunas de virus atenuados en macacos'*®. Ocho
macacos se inocularon con Anef-RT-SHIV. Antes de la inoculaciéon de los macacos
vacunados con el virus salvaje, se utilizaron antirretrovirales para eliminar el virus
atenuado. Se comprobé que los niveles de viremia en los animales vacunados fueron
significativamente mads reducidos que en el grupo control

Estos son solamente algunos ejemplos de ensayos que han utilizado la ingenieria y la
modificacidon genética para acabar con el VIH. En general, parece que la biotecnologia
de los acidos nucleicos permite desarrollar tratamientos con mayor eficacia y menores
efectos secundarios que los tratamientos farmacolégicos tradicionales. Sin embargo, el
potencial terapéutico que tienen estas técnicas debe seguir estudidndose para poder
generalizar estos tratamientos y, sobre todo, para cerciorar que su uso es seguro y
efectivo.

Es razonable postular que la caracterizacién funcional del gen nefdel VIH y, en particular,
la pérdida de funcién relacionada con ciertas de sus mutaciones o con su delecidn
completa podrian ser de utilidad e importantes para el desarrollo de una nueva
generacioén de vacunas "vivas atenuadas" para inmunizar frente al VIH. En este sentido,
se ha postulado que las vacunas contra el VIH empleando un virus atenuado, o con el
virus de la inmunodeficiencia de simios (VIS) atenuado como modelo mas préximo,
podrian ser extremadamente efectivas para proteger contra la infeccidn con cepas de
tipo salvaje. Sin embargo, esta herramienta viral puede no ser completamente segura,
como se ha constatado en ciertos estudios con cepas virales atenuadas de VIS que han
causado enfermedad (SIDA) en algunos individuos animales vacunados . Asi, el
uso de virus VIH carentes de nef y no funcionales que permitan el control de viremia y
la patogénesis asociada a la infeccién, puede ofrecer un nuevo escenario para el
desarrollo de vacunas con virus atenuados seguros.

Estas propuestas no invalidan la utilidad de Nef como inmundgeno, estrategias de
vacunacion con ARN mensajero para producir la proteina o Nef recombinante. La
efectividad en la estimulacion del sistema inmune y seguridad ya se ha probado en con
otras proteinas del VIH (Tabla 7) y otros virus. Tanto es asi que las dos primeras vacunas
utilizadas clinicamente contra el SARS-CoV-2 fueron vacunas de ARNm.
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Poly(lactic acid) nanoparticle with
cell-penetrating peptide (CPP)

Electroporation Cationic micelles
A)’U\Aﬁ\/-\l\‘_“\/\j>AAJJ ﬁ %
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e

Cationic lipid nanoparticle (LNP)

Cationic nanoemulsion (CNE)

69 nm

Ex vivo loading to dendritic cells

Delivery Component mRNA type In vitro test In vivo test  HIV-1 Summary
technology immunogen
tested
Electroporation N.A. saRNA; no DCs Mice gpl40 Env Env-specific antibody
nucleoside trimer and T cell responses
modification higher than naked
saRINA
Cationic Stearic acid,  Non- DC2.4; Balb/c Gag Induces BMDC
micelles PEI amplifying Bone maturation; Gag-
RNA: no marrow- specific IgG tters and
nucleoside derived Gag-specific T cell
modification DCs responses
Cationic Tween 80, saRNA; no N.A. Rabbir; opl140 Env Induces serum IgG titers
nanoemulsion  Span 85, nucleoside Rhesus trimer and neutralization titers
(CNE) DOTAP. modification macaque with low dose
squalene immunization
PLA PLA Non- Monocyte- N.A. Gag Induces moDC
nanoparticle CPP amplifying derived maturation and the
with CPP RNA; no DCs secretion of pro-
nucleoside inflammatory cytokines
modification
Cationic lipid Cationic lipid, Non- N.A. Rabbit; apl140 Env Tier 2 neutralizing titers
nanoparticle PEG, amplifying; Rhesus trimer elicited in some
(LNP) cholesterol, nucleoside- macaque animals; antigen-
phospholipid  moditied specific CD4* and CD8~
T cell response
Ex vive loading Autologous-  Various Monocyte- Mice Various Induces moDC
to dendritic derived DCs derived maturation and
cells DCs cytotoxic T cells in mice

Tabla 7 (con esquemas explicativos). Diferentes técnicas de administracion de ARNm que
han sido ensayadas con proteinas del VIH. Los inmundgenos utilizados son gp140, Env, y Gag
en distintas formas. Las técnicas de administracion son electroporacion (A), micelas
cationica compuestas por dcido estedrico y polietilenimina (B), nanoemulsiones catidnicas
(C), nanoparticulas de poli(dcido Idctico) con péptidos de penetracion celular (D),
nanoparticulas lipidicas catidnicas (E), y carga ex vivo de células dendriticas (F). En la dltima
columna se muestra un resumen de los resultados obtenidos en cada ensayo. Extraido de

Mu et al.*>s.
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