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Introduccién.

El dia mundial del SIDA es el dia 1° de Diciembre con la intencién de
que el mundo tome conciencia de esta mortal enfermedad . Segun la
ONUSIDA ,en México viven 150,000 personas con SIDA, lo que nos
coloca en tercer lugar , después de los Estados Unidos y

Brasil .Ocupando en México el cuarto lugar en relacion a muertes en
hombres y el séptimo lugar en mujeres y jovenes entre los 25 y 34 afios
de edad. Los grandes esfuerzos realizados por el sector de Salud en
México han sido importantes y se calculan en unos 250 millones de
Délares. El SIDA es un problema de Salud importante en México y el
mundo siendo cada vez es mas alto el nivel de incidencia en mujeres .

Siendo una urgencia el implementar medidas preventivas para evitar la transmision del VIH, aun no hay
una vacuna segura, efectiva y lista para usarse contra el SIDA. Mientras los antiretrovirales actuales
mejoran la salud del enfermo , en unos afios estos desarrollaran resistencia a estos medicamentos.

El tropismo del Virus de Inmunodeficiencia Humana se define como la atraccién altamente especifica del
virus hacia el tejido del huésped, determinado en parte por los marcadores de superficie de las células de
este (por ejemplo las células CD4). Los virus desarrollan una habilidad especifica para atacar las células
en forma selectiva, asi como los 6rganos del huésped y a menudo, ciertas poblaciones de células que se
encuentran en los érganos del cuerpo del huésped.

En 1983 se aislo por primera vez el retrovirus de la familia de los lentivirus en pacientes con SIDA (1,2).
A partir de esta fecha, la comunidad cientifica ha intensificado su bisqueda en conocer mas la biologia
molecular y patogénesis del VIH.

Los pacientes con SIDA presentan disminucion de linfocitos CD4+ segun progresa su enfermedad, asi en
1984 se planteé que era precisamente la molécula CD4, el receptor especifico para que el virus del VIH
entrara a la célula(3,4). En 1986 se demostré que la proteina gp120, de la envoltura viral, se acoplaba al
CD4 y ambas moléculas co-precipitaban como un complejo inmune , demostrando asi la unién gp120-
CD4.

La expresion del CD4 en la membrana es necesaria pero no suficiente para que el virus se funda con la
célula blanco, la busqueda del posible coreceptor se extendié por unos 10 afios. Actualmente, a partir de
1996 se han identificado el CCR5 y el CXCR4 como principales quimosinas (citocinas quimiotacticas) co-
receptoras para el VIH lo cual ha llevado a entender el tropismo viral y la patogénesis en el ambito
molecular(5,6) (Ver Figura 1)

La Fenotipificacion del tropismo del VIH.

En el caso del VIH, el fenotipo lo podriamos describir como las caracteristicas y/o el comportamiento que
resulta de la interaccién del genotipo individual del virus con el medio o células que lo rodean. Asi nos
resulta posible hacer una clasificacion molecular del virus aislado segun el uso que haga este de los
coreceptores y dando asi su fenotipo. La correcta clasificacion Fenotipica del tropismo al VIH es de
suma importancia, en la patogénesis y en el estudio de la progresion de la enfermedad.
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Figura 1. Células con co-receptores CCR5 o0 CXCR4 o0 ambos . Los virus del VIH-1, segln su
tropismo. Son: R5, R5X4y X4 . Los R5 se dirigen a CCR5, las X4 se dirigen alos CXR4 y los
restantes aceptan a los duales o atodos. (Dibujo cortesia de la Dra. Lydia Rivera)

Segun su habilidad para infectar macréfagos, no inducir sincitia (NIS), no infectar las células T, se le
denomina M-trépicos. Ademas, segun su cinética lenta de los virus en cultivos celulares (in Vitro), a los
M-trépicos, se les conoce como lento, bajo ( slow low SL) .

En cambio tenemos otro virus que tiene habilidad para infectar a las células T, inducir sincitia (IS) en estas
células T, especialmente en células MT-2 y MT-4 (7).Estos virus T-trépicos o X4, se les conoce , también
por la cinética de crecimiento en cultivos celulares In-vitro, rapido/alto (rapid/high RH). (8,9,10)

En sintesis se observo desde el principio que todos los aislados de VIH-1 tenian diferente tropismo
segun las células que infectaban. Unos aislados virales infectan mas facilmente a macrofagos, mientras
gue otros, a lineas celulares de linfocitos T. Por lo tanto, existen los llamados aislados virales M-trépicos
(R5) y los T-tropicos (X4) , asi como los que infectan a ambos o Dual —Trépicos (R5 X4), (laMylaT por
macraéfagos y linfocitos, respectivamente).

El sistema de clasificacion fenotipica que describe las propiedades bioldgicas de los virus aislados
continda en uso al mismo tiempo que con la adaptacion de la nomenclatura nueva y debera ser
interpretado en el contexto de las interacciones moleculares en que se sustentan . De cualquier forma ,
muchos aspectos de las relaciones moleculares involucradas con el fenotipo viral adin se estan
estudiando .Sabemos que las bases para el uso de las células sanguineas periféricas mononucleares en
el aislamiento del virus del VIH en su gran variedad radica en que los linfocitos activados CD4 + T, que
contienen poblaciones que expresen ya sea el CCR5 o el CXCR4 para que puedan ser infectadas por
los virus , ya sea con alguna o con ambas quimosinas . En aislamientos de virus que incluyen cultivos
mixtos de donadores de células sanguineas mononucleares los patrones de la replicacion del virus del
VIH se puede encontrar como: lentos o rapidos, titulaciones altas o bajas respectivamente y segun el nivel
de expresién del coreceptor relevante en las células sanguineas periféricas mononucleares, siendo este
ultimo determinante para la capacidad de replicacion.

CXCR4

Para 1996, Berger y sus colaboradores clonaron una proteina que cuando era co-expresada con el
CD4, permitia la infeccion de células no humanas(11,12). En este propio articulo de Berger se demuestra
de forma impecable que esa proteina candidata (Estas moléculas forman una familia de receptores del
tipo de la proteina G, con siete dominios transmembrana) , cumplia con los requisitos para ser catalogada
como el coreceptor del VIH. A la proteina se le dio el nombre de fusina por estar involucrada en la fusion
de la membrana del retrovirus con la de la célula, en este caso, el linfocito T. La fusina luego fue
renombrada CXCR4, Cuando células no humanas eran transfectadas con esta proteina y con CD4



humano se volvian sensibles a la infeccion por aislamientos T-tropicos del VIH-1 pero no para los M-
tropicos.

CCR5

Tres grupos simultaneamente publicaron los trabajos que demostraban que el CCR5 (Estas moléculas
forman una familia de receptores del tipo de la proteina G, con siete dominios transmembrana) era, en
efecto, el coreceptor para los aislamientos M-trépicos del VIH(13,14). Esta molécula funciona como
receptor para una particular familia de sustancias conocidas como quimosinas, del inglés chemokines .
Las quimosinas son citocinas quimiotacticas liberadas por una gran variedad de células y cumplen el
papel de atraer macrofagos, células T y granulositos a los sitios de inflamacion.

El cofactor CC CKR-5 (por la sigla inglesa Cysteine -Cysteine Chemokine Receptor-5) actia
sinérgicamente con el receptor CD4, favoreciendo la fusion de la envoltura viral con la membrana celular,
con lo que facilita la infeccion. Por el contrario, al funcionar como receptor y aceptar como ligando a las
quimosinas RANTES, MIP 1a y MIP 1b, inhibe la infeccion viral. Aln no se sabe con certeza si este Ultimo
efecto tiene lugar como consecuencia de un bloqueo competitivo de las quimosinas sobre el receptor o si
la interaccion quimosinas - CC CKR5 induce una regulacion por lo bajo (down regulation) del receptor
CD4 .

Siendo CCR5 y CCR3 cofactores para la entrada de los virus M-trépicos y no inductores de sincitio (NIS),
gue son los que en la mayoria de los casos infectan in vivo, se explica parcialmente por qué la delecién de
CCRS5 confiere en algunos casos proteccion frente a la infeccion por el VIH-1; esta deleciéon de CCR5 se
encuentra en aproximadamente el 1% de la poblacién caucasica de descendencia europea, debido a una
delecién de 32 pares de bases. Un 15 0 20% de esta misma poblacién seria heterocigotica, lo que podria
conferir una proteccion parcial o una progresion mas lenta hacia la enfermedad, siendo susceptibles a la
infeccién pero menos que la poblacién general.(15,16,17,18)

Como dato novedoso en dos de estos trabajos se reportan que otros miembros de la familia de
receptores de quimosinas como el CCR2b y el CCR3 pueden mediar la entrada de algunas cepas de virus
a la célula.

Otros receptores como CCR1, CCR2a, CCR3 y CCR4 no permiten la fusion, y diferentes quimosinas
como RANTES, MIP-1ay MIP-1b son capaces de bloquearla. CCR3 y CCR2b se piensa que son
cofactores de entrada del VIH con tropismo dual (19,20). Estudios en células derivadas de la microglia
cerebral han demostrado que CCR5 y CCR3 facilitan la entrada del VIH en estas células nerviosas.

Podriamos decir en sentido figurado que la proteina gp120 del virus es la llave que utiliza el VIH para
entrar en la célula. Esta llave necesita engarzarse con dos dientes de la cerradura; uno de esos dientes es
siempre el receptor CD4 y el otro diente es el receptor de quimosinas CCR5 o el CXCR4 o ambos.

Unicamente cuando “la llave” (la proteina viral gp120) -- se ha unido a los dos receptores, se abre la
“cerradura” presente en la membrana plasmatica, permitiendo la entrada del virus. Esta cerradura en
lenguaje cientifico se denomina poro de fusion, ya que es la consecuencia de la fusion de la membrana
plasmatica celular con la membrana de la envuelta del virus. Por el poro de fusion el VIH introduce su
material genético y la célula se convierte en una fabrica de reproduccién de nuevas particulas virales.

Los virus con tropismo de células T tienden a tener mas residuos con cargas positivas, particularmente en
ciertas posiciones de la regién V3, mientras que los virus con tropismo de macréfagos tienden a tener
residuos negativamente cargados en la region V3, incluyendo la tal llamada secuencia consenso V3 (21).

Antagonistas de las quimosinas receptoras CCR5 , CXCR4 y su efecto en la inhibicién del VIH.

Los receptores de las quimosinas son utilizadas como co-receptores por las cepas del VIH en las células
T tropicas y también en los macrofagos trépicos ,respectivamente para asi poder entrar a las células
huésped.

Los ligandos naturales del CXCR4 pueden inhibir la entrada viral del VIH, como es la quimosina CXC
SDF-1y para el CCR5, los ligandos naturales son las quimosinas CC, como RANTES ,mip-1 a 'y mip-1
b.



Se han identificado varios compuestos peptidicos como antagonistas al CXCR4 con actividad antiviral
como son el T22 , T134 , el ALX40-4C , y el CGP 64222 siendo este ultimo un inhibidor de Tat
(22,23,24,25). Uno de los mas potentes y especificos antagonistas del CXCR4 son los derivados
Biciclamos que bloquean potentemente la replicacion del VIH X4.EI Biciclamo AMD3100 es antagonista
altamente especifico al CXCR4 que ademas bloquea las variantes de T-tropicos y los dual-trépicos
(R5/X4) las cuales necesitan del CXCR4 para poder entrar a las células (26). El primer compuesto no
peptidico que interactda con el CCR5, es un derivado del amonio cuaternario llamado TAK-779 con
potente actividad antiviral (27).

En el Hospital Kaplan de Israel se han investigado los novedosos compuestos CAA (Conjugados Amino-
Argininos ) siendo algunos de estos el R4K y el R3G, los cuales bloquean al coreceptor de las células
CD4 , el CXCR4 . Realizamos estos estudios en colaboracién con nuestro grupo en Israel (28,29,30).

Los Conjugados Argininos- Aminoglicosidos (CAA ) inhiben la replicacion del VIH y actian como
antagonistas del Tat .Ademas los AAC compiten con la union al CXCR4 , al SDF-1 a y en la unién al
gpl120, lo cual nos indica que pudiera interferir en los pasos iniciales de la infeccion por VIH . El mas
potente de los AAC es el NeoR6 , y al desarrollar virus del VIH resistentes a este compuesto,
encontramos mutaciones caracteristicas , lo cual nos sugiere fuertemente que el NeoR6 interfiere en el
paso de fusion el cual es dependiente de los cambios conformacionales en el gp120 y la interaccién con la
gp4l. Asi, estos novedosos medicamentos desarrollados en el Instituto Weizmann, pueden ser una familia
nueva de inhibidores a la fusion del VIH.

Se ha encontrado que los aislados virales resistentes al NeoR6 desarrollaron las siguientes mutaciones
en el gp120: I339T en la regién C3, S372L en la regién V4 region, y Q395K en la region C4; ademas en
tenemos gp41l: S668R y F672Y en el 'heptad repeat' 2 de la region (HR2). Con estos resultados tenemos
pruebas que sugieren muy seguramente que el CAA NeoR6 obstruye la replicacion del VIH-1 interfiriendo
en le paso de fusion , el cual es dependiente de cambio conformacionales tanto de gp120 después de
interactuar con el CD4 y el CXCR4 , asi como de la interaccién del gp41 inducidos por el HR1 y HR2. De
esta forma tenemos una familia de nuevos inhibidores de Fusion al VIH-1 (31).

Conclusiones

Conforme aumentan los descubrimientos sobre las formas de entrada que utiliza el virus para poder hacer
fusion en las células se han abierto muchas nuevas puertas de investigacion para los cientificos al VIH.

Esta gran cantidad de descubrimientos sobre la forma que el VIH penetra en las células ha llevado a
buscar terapias que detengan los pasos de entrada de los virus hacia las células sanas . Los diferentes
enfoques incluyen el desarrollo de moléculas pequefias que se ligaran a los receptores de las quimosinas,
bloqueando asi la infeccién; Otra seria la vacunacidn contra ligandos que previenen o controlan la
infeccidn, otra opcién podria ser el mimetizar los efectos de la mutacién genéticamente inducida.

Los receptores de las quimosinas proveen un objetivo tentador como terapia contra el SIDA, ya que
representa un punto muy temprano de intervencién contrario a los inhibidores de las proteasas, pues los
inhibidores de las proteasas atacan al virus una vez que ya ha entrado a la célula de forma exitosa.
Aunque los inhibidores de las proteasas han alcanzado un gran éxito contra el VIH, este antiviral no ha
podido acabar del todo con el virus del VIH, permitiéndole mutar y desarrollar la resistencia contra los
inhibidores de las proteasas. Asi mientras los inhibidores de las proteasas son un objetivo que se mueve,
en contraste los receptores de las quimosinas son objetivos fijos ( como en el tiro al blanco) pues
hipotéticamente no desarrollarian mutaciones.

Favorecer el bloqueo del CCR5 con moléculas pequefias seria ideal, ya que se ha demostrado que sin
ambas copias del gen que codifica el CCR5 muestran que son altamente resistentes al VIH. Estos
estudios también indican que los individuos sin CCR5 son saludables. Una droga efectiva dirigida contra
el CCRS5 pudiera no tener ningun efecto secundario.

Los nuevos CAA que hemos estudiado y aun estamos estudiando podran ayudarnos a comprender mas
los mecanismos de fusion del VIH a las células , asi como la funcion y las formas de combatir al VIH in
Vitro.

Seré& de gran impacto para la salud publica desarrollar nuevos medicamentos antiretrovirales que no
permitan la fusion del virus a las células. Mientras mas conozcamos estos mecanismos moleculares,
mejor podremos desarrollar nuevos medicamentos y mejores terapias contra el SIDA.



Resumen

El objetivo de nuestra investigacion en el BL-3 empieza al enfocarnos para entender las interacciones
especificas entre los componentes moleculares del VIH y las proteinas humanas . Este proceso nos
definird cuales son los factores del huésped que son requeridos para una infeccion productiva. Un objetivo
inmediato de esos estudios son el proveer con nuevas terapias para el desarrollo de nuevos
medicamentos. Usando lo que hemos conocido sobre estos trabajos moleculares intentamos estudiar las
interacciones moleculares del VIH y el sistema inmune del huésped .

Palabras clave : Tropismo , HIV, CD4, CXCR4, CCR5, Compuestos Arginino Aminoglicosidos ,
mutaciones , antiretrovirales

Abstract

The research focus in the BSL-3 begins with obtaining an understanding of the specific interactions
between HIV viral components and human proteins. This process will define which host factors are
required for a productive infection. An immediate objective of these studies is to provide new targets for the
development of novel drug therapies. Using what is learned from these molecular studies, they are
attempting to develop small animal models to study the interaction of HIV with the host’s immune system.

Key words: Tropism, HIV, CD4, CXCR4, CCR5, Arginine aminoglicosid, Mutations, Antiretroviral
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