ARTICULO DE REVISION

AMPc: una molécula clave en los eventos

de regulacidon inmune y en el control
de la replicacion del VIH

cAMP: A keymolecule in events of immune regulation and
in the control of HIV replication

César Mauricio Rueda’, Paula Andrea Velilla', Mauricio Rojas?, Maria Teresa Rugeles'

Resumen

El monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) induce la activacion de la proteina cinasa A, la cual regula negativamente la activacion, la proliferacion
celular y la produccién de IL-2, en células T. En células infectadas con el virus de inmunodeficiencia humana, el monofosfato de adenosina ciclico
suprime la actividad de transcripcion del promotor del virus y el paso del ADN viral del citoplasma al ndcleo. El incremento del monofosfato de
adenosina ciclico mediado por células T reguladoras CD4*, empleando la inyeccion de esta molécula en células blanco a través de las uniones co-
municantes o empleando el eje CD39-CD73 para generar adenosina es utilizado para suprimir otras poblaciones celulares.

En esta revision se propone que la modulacion del monofosfato de adenosina ciclico por las células T reguladoras CD4* podria tener un papel
dual durante la evolucion de la infeccion por el virus de inmunodeficiencia humana. Su papel benéfico se centraria principalmente en el control de
la replicacion viral y factores de transcripcion, o evitando la infeccién de nuevas células blanco por disminucién en la expresion de los receptores
virales. Paraddjicamente, la segunda posibilidad es que el aumento del monofosfato de adenosina ciclico podria tener un papel perjudicial, debido
al efecto negativo sobre la proliferacién, activacion, respuesta citotoxica y en la produccion de citocinas que se observa durante la infeccion viral.
Palabras clave: AMP ciclico, VIH, células T, replicacion viral, uniones comunicantes, adenosina.

Abstract

Cyclic adenosine monophosphate induces the activation of protein kinase A, which negatively regulates activation, proliferation and IL-2 production in
T cells. In cells infected with human immunodeficiency virus, cyclic adenosine monophosphate suppresses the transcriptional activity of long terminal
repeats and the amount of viral DNA from the cytoplasm to the nucleus. The increase in cyclic adenosine monophosphate mediated by CD4+ regula-
tory T cells, using either the influx of this molecule in target cells through the GAP junctions or by CD39-CD73 to generate adenosine, is used by CD4+
regulatory T cells to suppress other cell populations. In this review, we suggest that modulation of cyclic adenosine monophosphate by CD4+ regula-
tory T cells may have a dual role during the evolution of human immunodeficiency virus infection. The beneficial role would be mainly focused on the
control of viral replication and transcription factors to replicate the virus, and/or preventing the infection of new target cells, decreasing the expression
of the viral co-receptors. Paradoxically to this beneficial role, the second possibility is that increased cyclic adenosine monophosphate could have a
detrimental role, due to the negative effect on proliferation, activation, cytotoxic response and cytokine production, which occurs during viral infection.
Key words: Cyclic AMP, HIV, T cells, virus replication, Gap junctions, adenosine.

Introduccién

El monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) es un
segundo mensajero involucrado en la actividad
de transcripcion de genes que median la progre-
sion del ciclo celular, diversas respuestas celula-
res y las respuestas inmunitarias innata y adap-
tativa. Esta molécula puede regular la actividad
funcional de células T reguladoras CD4*Foxp3*
(Treg), T convencionales CD4*Foxp3-(Tcon) y de
células presentadoras de antigeno 2. A diferen-

cia de las células Tcon, las Treg CD4* tienen un
papel crucial en la supresién de la respuesta in-
munitaria, controlando la respuesta inflamatoria
exacerbada, los procesos autoinmunitarios y las
respuestas alérgicas ©.

En algunos estudios se ha resaltado la impor-
tancia del AMPc en las alteraciones inmunitarias
asociadas a la infeccion por el virus de la inmu-
nodeficiencia humana (VIH) 9, particularmen-
te, por ser uno de los mecanismos de supresion
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de las Treg ?*. Igualmente, se ha postulado que
mediante la activacion de la via del AMPc se
pueden controlar los procesos de infeccién y re-
plicacion del virus 79,

La infeccion con el VIH se caracteriza por el
desarrollo progresivo de una inmunodeficien-
cia que compromete la inmunidad innata y la
adaptativa. Estas alteraciones funcionales inclu-
yen disminucion en la produccion de citocinas,
proliferacion de células T y disminucién de la ci-
totoxicidad de células T CD8*, asi como una dis-
minucion en la maduracion y produccion de in-
terleucina 12 (IL-12) por células dendriticas ©19.
Las alteraciones se han asociado con cambios
cuantitativos y funcionales de las células T CD4+,
con la supresion mediada por las Treg CD4*, y
con la expresion de moléculas inhibitorias en di-
ferentes subpoblaciones celulares.

En esta revision se describen los aspectos re-
lacionados con el uso del AMPc por las células
Treg CD4*, como mecanismo de regulacion in-
munitaria, y el efecto del AMPc en la modulacién
de la infeccion-replicacion del VIH. Para el desa-
rrollo de esta revisidn, se buscé en las base de
datos Pubmed, combinando los términos: HIV-1
and cAMP, reqgulatoryTcells and GAP junctions,
CD39, adenosine.

Via de senalizacion del AMPc

Los niveles de AMPc intracelular son controla-
dos por dos grupos de enzimas, la adenilciclasa,
gue se encuentra en su mayoria unida a la cara
interna de la membrana celular, que usa el tri-
fosfato de adenosina (ATP) como sustrato para
producir AMPc, y por las fosfodiesterasas, ubica-
das en diferentes compartimientos subcelulares,
que hidrolizan el AMPc hacia su forma inactiva,
conocida como adenosina 5-monofosfato @b,
En células de mamiferos, se han reportado hasta
el momento 10 diferentes isoformas de la familia
de enzimas de la adenilciclasa (AC1-AC10), y 11,
para la fosfodiesterasa (PDE1-PDE11) @215,
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El incremento del AMPc induce la activacion de
la proteina cinasa A, la cual regula la activacién
de las células Ty la transcripcién de los genes in-
volucrados en la progresién del ciclo celular, las
vias glucoliticas y las lipoliticas 9. La union del
AMPc a la subunidad reguladora de la proteina
cinasa A induce su activacion al liberar la subu-
nidad catalitica; en la cara interna de la mem-
brana celular, la fosforilacion de tirosina cinasa
C-src (Csk) por la proteina cinasa A incrementa
su actividad; posteriormente, la Csk fosforila e
inactiva a la tirosina cinasa especifica de linfo-
citos (Lck), proteina importante en la activacion
proximal del receptor de células T @, Diferentes
vias de sefalizacion pueden ser reguladas por
la actividad de la proteina cinasa A; la proteina
unidora de los elementos de respuesta al AMPc
(CREB) es fosforilada por esta cinasa en la seri-
na 133, lo cual bloquea la formacién del com-
plejo con el coactivador de unién a CSK (CBP) y
la unién a los elementos de respuesta al AMPc
(CRE) "8, los cuales pueden ser encontrados en
genes que codifican por el receptor de células T
o en otros genes involucrados en la activacion
de la células T 9. Ademas, la proteina cinasa A
regula la actividad del factor nuclear de células
T activadas. Cuando esta proteina es fosforila-
da por la proteina cinasa A, crea sitios de union
para otro proteina llamada 14-3-3 (grupo de
proteinas diméricas altamente conservadas); la
formacién de este nuevo complejo disminuye la
actividad de transcripcion del factor nuclear de
células T activadas @°.

En estado reposo, el NF-kB se encuentra en el
citoplasma de la célula acoplado a su inhibidor
IkB, que previene su translocacion al nucleo. Du-
rante la activacién celular, el IkB es fosforilado
por una cinasa de IKB, lo cual induce la separa-
cién del complejo NF-kB/IkB @b, Por el contrario,
cuando la proteina cinasa A es fosforilada, su
subunidad catalitica (PKA-C) se une a este com-
plejo NF-kB/IkB, estabilizandolo y manteniendo
el complejo inactivo @Y.
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Otros blancos de fosforilacion de la proteina ci-
nasa A son las proteinas Raf-1, Ras, Mek y HePTP
de la via de las MAPK cinasas, y de PLC-a;, o
PLC-B, en la via del fosfatidil-inositol ¢729,

En resumen, esto sugiere que la sefalizacion
inducida por la proteina cinasa A bloquea las
interacciones entre proteinas y la actividad en-
ziméatica de diferentes cinasas. Entre los sustra-
tos de la proteina cinasa A involucrados en la
activacion inmunitaria, se incluyen moléculas
tempranas de la activacién celular, tardias como
factores de transcripcion y, ademas, miembros
de las MAPK cinasas y fosfolipasas.

Aunque el principal blanco del AMPc es la pro-
teina cinasa A, también se ha demostrado que
activa directamente a la proteina intercambiado-
ra activada por AMPc (EPAC-1 y 2). Esta via es
independiente de la proteina cinasa A y regula
la activacion de una GTPasa llamada Rap-1 @2,
Esta se ha asociado al mantenimiento de la aner-
gia de las células Ty a la regulacién negativa de
genes de citocinas, moléculas coestimuladoras y
receptores de quimiocinas 2,

Diferencias metabdlicas que definen los
niveles de AMPc en células Treg CD4* y
células Tcon

Las Treg son una subpoblacion de células T CD4+
caracterizadas por ser potentes inhibidores de la
activacion y expansion de otras subpoblaciones
celulares, tanto in vitro como in vivo. Las células
Treg CD4+, ademas de requerir del estimulo del
receptor de células T, son dependientes de la
via de sefalizacién inducida por la IL-2 para su
desarrollo, expansion y funcién en la periferia.
Clasicamente, estas células se identifican por
la ausencia o baja expresion del receptor de la
IL-7 (CD127), por la expresion o alta densidad
de la cadena alfa del receptor de la IL-2 (CD25)
y el factor de transcripcion Foxp3 (CD4+CD1277
LowCD25+*MFoxp3+)@. Las células Treg CD4* se
clasifican en Treg naturales, si se originan direc-
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tamente en el timo, o Treg inducidas, si se origi-
nan en la periferia a partir de conversion de una
célula Tcon @), Ademas, estas células Treg pue-
den expresar otras moléculas, como el antigeno
4 del linfocito T citotoxico (CTLA-4) y el receptor
del factor de necrosis tumoral inducido por glu-
cocorticoides (GITR), los cuales estan asociados
a su actividad supresora ©>?9, Por su lado, una
célula Tcon CD4* o CD8* se caracteriza por la au-
sencia de expresién de Foxp3 y por su capacidad
para llevar a cabo funciones efectoras.

A diferencia de las Tcon, las células Treg
CD4+contienen grandes cantidades de AMPc @
(figura 2), lo cual se puede explicar por la alta
expresion, 50 veces mas, de la adenilciclasa 9
(AC9) @), Ademas, se ha observado que la alta
expresion del CD25 en las células Treg CD4*, lo
cual les confiere una ventaja competitiva por la
IL-2 con respecto a las Tcon @®, favorece la ac-
tivacion de la adenilciclasa 7 y la acumulacion
de AMPc ®); esta expresién diferencial del CD25
y las adenilciclasas en las células Treg CD4"* es
controlada por el Foxp3. En contraste con este
efecto anabdlico, las Treg CD4* tienen una baja
tasa de degradacién del AMPc, debido a que
se ha observado que en esta subpoblacion ce-
lular la expresion de la enzima fosfodiesterasa
3b estd disminuida (figura 1) ©%3D. Hallazgos
recientes demuestran que la concentracion de
AMPc es controlada por el miR-142-3p, un mi-
croARN que regula la actividad de transcripcion
del Foxp3 y, por ende, la expresién de la adeni-
Iciclasa; en las células Tcon, el miR-142-3p in-
hibe la produccién de adenilciclasa 9, mientras
que en las Treg CD4* este efecto no se observa,
debido a que el factor de transcripcion Foxp3
regula negativamente la expresion de miR-142-
3p y mantiene activa la via AC9/AMPc @, Estos
datos sugieren que la gran actividad anabdlica
mediada por la adenilciclasa con la menor acti-
vidad catabolica mediada por fosfodiesterasas,
explicarian los altos niveles de AMPc en las cé-
lulas Treg CD4~ (figura 1).
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El AMPc en procesos de regulacion
inmunitaria

Alteraciones en la respuesta inmunitaria media-
das por el incremento de AMPc intracelular. En
células del sistema inmunitario, la via AMPc/PKA
modula la proliferacién y la transcripcion de ge-
nes de citocinas a través de varias vias de sefia-
lizacion 1732 E| tratamiento de las células Treg
CD4+con rolipram, un inhibidor de la fosfodies-
terasa E4 (PDE4), previene la poca degradacion
del AMPc intracelular, incrementando adn mas
los niveles de AMPc y potenciando su capaci-
dad supresora in vivo sobre células Th2; de esta
manera, se logra un mayor control de la infla-
macién tisular y de las enfermedades respirato-
rias alérgicas ©3. Por el contrario, en las células
Treg CD4* de pacientes con cancer de colon, el
tratamiento con antagonistas (anadlogos estruc-
turales del AMPc, inhibidor competitivo por el
sitio de unién a la proteina cinasa A) disminuye
la supresiéon inmunitaria y aumenta la respuesta
inmunitaria antitumoral ¢4, lo cual sugiere que
la inhibicién de la via AMPc/PKA podria ser un
blanco terapéutico en enfermedades en las que
la excesiva regulacion inmunitaria mediada por
las células Treg CD4* juega un papel patogénico.
Cuando las células Tcon son tratadas indepen-
dientemente con la toxina del colera, ésta actla
sobre la subunidad alfa de la proteina G hetero-
trimérica (responsable de traduccién de sefales
intracelulares), catalizando la union de ADP-ri-
bosa citoplasmica a dicha subunidad, reaccién
llamada “ribosilacion” de ADP. Esta union produ-
ce la activacion permanente de la adenilciclasa,
la que a su vez aumenta los niveles de AMPg, lo
cual esta asociado con la disminucién en la pro-
liferacién y en la produccion de IL-2 en respues-
ta a la estimulacién con anti-CD3. Ademas, este
estimulo promueve la adquisicion de funciones
reguladoras en células Tcon, como la inhibicién
de la proliferacién de otras Tcon (en cocultivos
de células Tcon tratadas con la toxina del cole-
ra y Tcon sin tratar) ©%. El mecanismo propuesto
para este efecto es el aumento en la expresion
de la molécula inhibitoria CTLA-4, mediado por
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el AMPc @9 Esto indica que se necesitan bajas o
altas concentraciones de AMPc en células Tcon
para definir su funcion efectora o supresora, res-
pectivamente.

Ademas, el AMPc puede afectar la actividad
funcional de los monocitos y de las células
dendriticas; éste inhibe la maduracidon de estas
subpoblaciones celulares, asi como la capacidad
de expresar CD40 (molécula coestimuladora), la
internalizacion de antigenos ©? y la capacidad
de producir el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a) ©8,IL-12 p35 y p40, al bloquear la unién
del factor de transcripcidn IRF-8 al promotor de
la IL-12 ®9. Otra citocina regulada por el AMPc
es la IL-10, la cual controla en células dendriti-
cas la expresiéon de moléculas coestimuladoras
del complejo mayor de histocompatibilidad de
clase 1I (el cual contiene elementos CRE) y la
produccion de IL-12 842 En monocitos, se ha
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Figura 1. Diferencia en el catabolismo-anabolismo del AMPc
intracelular y adenosina por células Treg CD4* y Tcon. Las células
Treg CD4* contienen altos niveles de AMPc intracelular, debido a la
expresion de Foxp3 que mantiene la via anabdlica del AMPc activa,
como resultado de la expresién de CD25 y de las adenilciclasas (AC).
La expresion de las moléculas CD39 y CD73, también controlada
por Foxp3, induce la degradacién del ATP y aumenta los niveles
de adenosina en el microambiente. A diferencia de las células Treg
CD4*, en las células Tcon (Foxp3:, T-bet* o GATA-3* o ROR-yt*) se
mantienen bajos los niveles de AMPc intracelular debido a un mayor
catabolismo del AMPc mediado por la fosfodiestera 3b (PDE 3b);
esta subpoblacién celular expresa las moléculas CD26 y ADA para
generar inosina a partir de la degradacion de la adenosina en el
microambiente.
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reportado que el AMPc induce la produccién de
IL-10, por medio de la activacion de los factores
de transcripcion CREB-1 y ATF-1¢3. Esto sugiere
que el AMPc afecta de forma directa la habili-
dad funcional de las células T, pero, indirecta-
mente, también compromete la habilidad de las
APC para estimular células Tcon y modificar el
microambiente de citocinas para inhibir la dife-
renciacion de células Thl.

La activacion de la enzima adenilciclasa inducida
por las prostaglandinas se produce principalmen-
te a través de receptores acoplados a proteinas
Ga, ancladas a la membrana celular. Mediante
este mecanismo, la prostaglandina 12 (PGI2) en
células dendriticas derivadas de monocitos incre-
menta los niveles de AMPc y regula negativamen-
te la actividad del NF-kB, disminuyendo la pro-
duccidn de citocinas proinflamatorias, como IL-
12, TNF-0, IL-1a e IL-6, e incrementando la pro-
duccion de IL-10 “¥. La prostaglandina E2 (PGE2)
inhibe la produccién de interferén alfa (IFN-a) en
células dendriticas plasmacitoides (CDp) y la pro-
duccién de IL-12 en células dendriticas mieloides
(CDm) en respuesta a estimulos virales y a lipo-
polisacaridos, respectivamente “). La prostaglan-
dina E2 suprime la proliferacién celular e inhibe
la produccion de IL-2 e interferon gamma (IFN-y)
en células T de ratén o humanas “9).

La gran mayoria de las alteraciones en la res-
puesta inmunitaria son mediadas por la via
AMPc/PKA. Sin embargo, también se han ob-
servado alteraciones mediante un mecanismo
independiente de la proteina cinasa A, el cual
involucra la via EPAC/RAP-1 para la supresion de
la respuesta inmunitaria. Esta Ultima via regula
negativamente la expresién de algunos genes
asociados con el ciclo celular, limitando la proli-
feracion de células T, e igualmente, disminuyen-
do la produccién de citocinas como IL-2 e IL-5
©247.48 De hecho, la expresion de la forma activa
de RAP-1 se ha observado en células T anérgicas
y se considera como un regulador negativo de
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la transcripcion génica inducida por el receptor
de células Ty laIL-2 “9. En células dendriticas, la
sefalizacion de EPAC al parecer no tiene ninguin
efecto en la maduracion y funcion 9.

Alteraciones en la respuesta inmunitaria
inducida por células Treg CD4* mediante la
modificacién del AMPc intracelular

Las células Treg CD4* median la supresion de otras
células del sistema inmunitario por el aumento de
AMPc mediante dos mecanismos diferentes:

1. La CD39 y la CD73 son moléculas pertene-
cientes a una familia de enzimas llamadas
ectonucleotidasas; CD39 y CD73 se expre-
san constitutivamente en el 70 a 80 % de las
células Treg CD4* y, una en una menor pro-
porcion (8 a 15 %), en células Tcon ©V, Las
células Treg CD4+, CD39* y CD73* aumentan
la adenosina en el microambiente, la cual es
reconocida por el receptor de adenosina 2 en
la membrana celular, incrementando el AMPc
intracelular en las Tcon (figura 2) ©2. El ATP
extracelular es un factor proinflamatorio ge-
nerado en condiciones de estrés y durante el
dafo celular; de hecho, se considera un indi-
cador de destruccion celular. Para controlar
los niveles excesivos de ATP, la CD39 en la
superficie de las células Treg CD4* hidroliza
el ATP a 5-AMP, y actlia en conjunto con otra
ecto-enzima, la CD73, también expresado en
las Treg CD4*, generando adenosina a partir
del 5-AMP (figura 2C) ®2. La adenosina pe-
ricelular se une al receptor de adenosina 2
sobre las células Tcon activadas y esta inte-
raccion (adenosina-receptor de adenosina 2)
induce la activacion de la proteina G que se
encuentra acoplada a la porcion intracelular
del receptor, lo que finalmente promueve la
activacion de la adenilciclasa y el incremen-
to de AMPc intracelular (figura 2C) ®2. Como
mecanismo antagonico de este proceso, se
encuentra la accion de la enzima desamina-
sa de adenosina (ADA), que degrada la ade-
nosina a inosina. Esta enzima se asocia a la
porcion extracelular de la molécula CD26,
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Figura 2. Mecanismo de modificacion de los niveles de AMPc intracelular mediado por células Treg CD4*. El AMPc regula
los niveles de replicacion del VIH y la respuesta inmunitaria anti-viral en células dendriticas y células T. A) En ausencia
de AMPc el virus se replica facilmente en células Tcon infectadas y B) la respuesta inmunitaria antiviral es efectiva, como
resultado de una adecuada presentacion antigénica, produccién de citocinas, degranulacion y proliferacion celular.
Sin embargo, en presencia de células Treg CD4*estos procesos pueden ser alterados por modificacién de los niveles
de AMPg; Q) las células Treg CD4* pueden disminuir la replicacion del VIH y D) la respuesta inmunitaria antiviral. La
inyeccion del AMPc a través de las uniones comunicantes en células Tcon adyacentes y/o a través de la expresion
del eje CD39-CD73; la CD39 degrada el ATP en 5-AMP, mientras que la CD73 degrada el 5-AMP y genera adenosina.
La adenosina, cuando interactlia con su receptor (A2Ar) en la superficie de la membrana de células Tcon o células
dendriticas, activa la produccion del AMPc intracelular. D) El incremento en los niveles de AMPc disminuye la produccién
de IL-2 y la proliferacion de células T; en células dendriticas, disminuye la expresién de moléculas coestimuladoras
(CD80/CD86), la secrecion de IL-6 e IL-12, e incrementa la expresion/secrecion de las moléculas B7-H4 e IL-10.

que tiene funcion de dipeptidil peptidasa IV,
y ambas moléculas participan en el catabolis-
mo de la adenosina pericelular ©3. La molé-
cula CD26 promueve la activacion de células
T o bien la interaccién entre éstas y las célu-
las presentadoras ©3. La generacién de ino-
sina por parte de ADA-CD26 es reconocida
posteriormente por el receptor de adenosina
A2, el cual no induce aumento del AMPc in-
tracelulary activacion de la proteina cinasa A,
ni tiene efectos posteriores a la transcripcion
que involucren la via de las MAPK cinasas
o del NF-kB ¢4 Esta inosina disminuye la
produccién de citocinas proinflamatorias por
parte de monocitos y macréfagos ©>7, e in-
crementa la degranulacion de mastocitos ©8).

La CD39 fue inicialmente descrita como una

molécula expresada sélo durante la activa-
cion; sin embargo, actualmente se considera
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como una molécula reguladora, cuya expre-
sion es regulada por el Foxp3 ©9, asi como
por la sefalizacion mediada por el AMPc/
PKA que induce la fosforilacion de CREB1 y
ATF-2 ©9 o cual sugiere que entre el AMPc y
la CD39 se podria generar una retroalimen-
tacion reciproca, para su expresion constan-
te. El eje CD39-CD73 es empleado por las
células Treg CD4*como mecanismo de supre-
sion para controlar la respuesta inflamatoria
y la respuesta efectora de células T ¢9%V. Estas
células bloquean la proliferacién de células T,
la produccién de IFN-y y la maduracién de
células dendriticas por el incremento de la
adenosina en el espacio extracelular ¢°62. En
las células Tcon, la adenosina o compuestos
agonistas del receptor de adenosina 2 dismi-
nuyen la produccién de las citocinas proin-
flamatorias IFN-y y TNF-a de células T, y la
citotoxicidad de células T CD8* €365,

Infectio. 2012; 16(1): 69-71



AMPc: una molécula clave en los eventos de regulacion inmunitaria y en el control de la replicacién del VIH

Es probable que el desarrollo de una respues-
ta reguladora o inflamatoria sea determinada
por la presencia de la adenosina, ya que los
niveles de esta molécula son controlados por
el equilibrio generado por las células Treg
CD4*y las Tcon, en el cual las primeras se en-
cargan de aumentar los niveles de adenosina
con la expresién del CD39%CD73%ADAYCD-
26" mientras que las segundas se encargan
de su degradacion con la expresion del CD-
39tewCD73ADARCD26" (figura 2) GV

2. Las células Treg CD4* introducen el AMPc en
la células blanco mediante comunicaciones
intercelulares llamadas uniones comunican-
tes (gap junctions) (figura 3C) @. Las unio-
nes comunicantes son canales intercelulares
que permiten la comunicacion entre células
adyacentes. Estdn formadas por dos hemi-
canales opuestos de cada célula, llamados
conexones, y constituidas por seis proteinas
llamadas conexinas. Cada conexina tiene un
tamafo aproximado que varia entre 26 y 60
kDa. Estan formadas por cuatro dominios
transmembrana, con una region N y una C
terminal citoplasmica; estas cuatro regiones
estan conectadas entres si por dos asas ex-
tracelulares y una intracelular ©®. En células
de mamifero, las uniones comunicantes son
utilizadas para el paso bidireccional de iones,
metabolitos y otras moléculas menores de 1
kDa ©76®), Las células Treg CD4* y las Tcon, en
condiciones basales, exhiben una baja den-
sidad de expresion de las conexinas Cx31.1,
Cx32, Cx43, Cx45 y Cx46, las cuales se incre-
mentan con la activacién celular @,

Como se comento anteriormente, las T contienen
bajos niveles de AMPc intracelular, el cual se incre-
menta cuando son cocultivadas con células Treg
CD4+, disminuyendo asi la expresion de IL-2 en
las Tcon @. En ensayos con calceina, un colorante
que es transferido a través de las uniones comu-
nicantes, y en ensayos de bloqueo con el péptido
sintético GAP27, el cual inhibe la Cx43 y afecta la
formacion y la estabilidad de las uniones comuni-
cantes ®, se demostrd que las células Treg CD4*
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suprimen a las Tcon mediante la transferencia de
moléculas a través de dichas uniones @; experi-
mentos posteriores permitieron demostrar la par-
ticipacion del AMPc como la molécula involucrada
en este mecanismo de supresién 869,

El incremento de AMPc mediado por células
Treg CD4* mediante las uniones comunicantes
no so6lo ocurre hacia las Tcon, como inicialmente
fue reportado por Bopp et al. (2007) @, sino que
también se ha descrito en otras subpoblaciones
celulares que son blanco de la supresion, tanto
in vivo como in vitro. Recientemente, también
se reportd que las células Treg CD4* afectan la
habilidad de las células dendriticas para presen-
tar antigenos, debido a que el AMPc transferido
desde las primeras disminuye la expresién de
las moléculas coestimuladoras CD80 y CD86,
y la secrecion de IL-6 y de IL-12, mientras que
aumenta la expresién de moléculas inhibidoras
como B7-H4 y la producciéon de IL-10 707D,

Papel dual del AMPc en la respuesta
inmunitaria y la replicacién viral durante la
infeccion con VIH

La mayoria de datos sugieren que el AMPc tie-
ne un efecto negativo en el desarrollo de la res-
puesta inmunitaria, al inhibir la transcripcién de
genes asociados con el desarrollo de esta res-
puesta. Sin embargo, durante la infeccion por
el VIH se ha observado un papel dual de esta
molécula, ya que no solo suprime la respuesta
inmunitaria antiviral, sino que también esta aso-
ciado a un efecto protector, al inhibir la replica-
cion viral (figura 2).

Alteraciones en la respuesta inmunitaria
asociadas al incremento de AMPc
intracelular durante la infeccion con el VIH.

El tratamiento de células T CD3* de pacientes
positivos para VIH con agonistas del AMPc, in-
duce la regulacion positiva de 8 genes y la nega-
tiva de 144 genes, lo cual modifica la expresion
de varias integrinas, quimiocinas y receptores de
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quimiocinas ©2. En diversos ensayos ex vivo se ha
demostrado que las células T de pacientes posi-
tivos para VIH exhiben concentraciones de AMPc
dos veces mayores que las de individuos nega-
tivos para VIH, asi como una actividad mayor de
la proteina cinasa A, lo que se correlaciona in-
versamente con la capacidad de proliferacion en
respuesta a antigenos de Candida albicans y en
respuesta a la activacion inducida con anti-CD3
®. Durante la infeccion por el VIH, se demostré
que las células provenientes de pacientes positi-
vos para VIH sin tratamiento antirretroviral, ex-
hiben un incremento en la actividad ATPasa, fe-
ndémeno que se asocidé con un mayor porcentaje
de células T CD39* totales, en comparacién con
controles sanos 2. Recientemente, se reportd
una correlacion positiva entre la expresion de la
CD39 en células Treg CD4* con la carga viral y
la progresién de la enfermedad @ .En otros mo-
delos en que se emplearon primates infectados
con el virus de inmunodeficiencia simiana, se de-
mostrd que las células T CD8*Foxp3+*CD25* tie-
nen una mayor expresion de CTLA-4 y CD39 en
los sitios de mayor replicacién viral, como la mu-
cosa gastrointestinal y los érganos linfoides, este
fenotipo celular se asocié con una disminucion
en el control viral y con la supresion de células T
especificas de antigenos virales 73,

Mecanismos de incremento de AMPc intracelu-
lar inducido por el virus o las proteinas virales.
El incremento del AMPc induce anergia de célu-
las T, mediante la unién de la glucoproteina 120
(gp120) con la molécula CXCR4, lo cual induce el
incremento y la activacién de la via de sefializa-
cion AMPc/PKA 479, Este mecanismo involucra
la fosforilacién de CREB por la proteina cinasa A,
lo cual resulta en la reduccién de la proliferacién
de células T en respuesta a estimulos policlona-
les €589 L a inhibicion en la generaciéon de AMPc
intracelular por compuestos quimicos, como el
analogo de adenosina (2',5'-dideoxiadenosina,
ddADA) que inhibe la adenilciclasa, restaura la
capacidad citotoxica y de proliferacién de las
células T 79, La interaccion de la glucoproteina
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120 con la molécula CD4 en células Treg CD4*,
también incrementa los niveles de AMPc, lo que
se correlaciona con un aumento en la expresion
de la molécula CTLA-4 7. Infortunadamente,
aun se desconoce si las alteraciones en los ni-
veles de AMPc en pacientes positivos para VIH
estan asociadas a la acumulacién de células Treg
CD4* durante la infeccién cronica, lo cual podria
afectar el desarrollo de una adecuada respuesta
inmunitaria antiviral 77,

En pacientes positivos para VIH, la actividad de
la enzima desaminasa de adenosina (encargada
de mantener niveles bajos de adenosina) puede
incrementar la proliferacion y la produccién de
IFN-y en células T; de hecho, hay una correlacion
positiva entre la desaminasa de adenosina y el
conteo de células T CD4*, y una correlacion ne-
gativa con la carga viral “®. Sin embargo, es im-
portante aclarar que durante la infeccion por el
VIH el complejo CD26-ADA desaminasa de ade-
nosina es alterado por proteinas virales, el cual
es mediado por la interaccién del CD4 o CXCR-4
con la glupoproteina 120 7% 8 y por la proteina
viral Tat, producida intracelularmente en células
infectadas que inhiben la union de la desamina-
sa de adenosina con el CD26 ©V,

Efecto del incremento de AMPc intracelular
en la replicacion del VIH y su relacion con las
células Treg CD4*

En cultivos primarios y en lineas de células T hu-
manas infectadas con el VIH, el AMPc es una mo-
lécula involucrada en la supresién de la actividad
de transcripcion del promotor viral (LTR, repeticio-
nes terminales largas) al inhibir NF-kB, reduciendo
de esta manera la replicacién viral ®. Ademas, el
AMPc disminuye la importacion del ADN viral del
citoplasma al nucleo; en células T virgenes la repli-
cacion y translocacién de ADN viral al ndcleo son
significativamente menores en comparacion con
las de las células T de memoria, lo cual es debi-
do a la baja expresion de fosfodiesterasa 4, que
promueve una mayor acumulacién de AMPc intra-
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celular en las células virgenes . Esto sugiere que
la via AMPc/PKA puede modular los estados de
previos y posteriores a la integracion viral @. Infor-
tunadamente, el efecto de la activacion de la via
AMPCc/EPAC sobre la replicacion del VIH no se co-
noce hasta el momento.

Los compuestos sintéticos que incrementan el
AMPc mediante la activacién de la adenilcicla-
sa, como la forskolina (Fsk), o el bloqueo con el
inhibidor selectivo de la fosfodiesterasa 4 con
rolipram, reducen los niveles de la proteina vi-
ral p24 y la transcripcion del provirus en culti-
vos de células T activadas” 82, La activacion de
la enzima adenilciclasa por la prostaglandina E2
@3 incrementa el AMPc intracelular y controla la
replicacion del VIH al disminuir la actividad de
las repeticiones terminales largas, lo cual se ha
observado tanto en macréfagos primarios como
en lineas celulares crénicamente infectadas @9.
El AMPc también podria prevenir la infeccidn
por el virus en monocitos y macréfagos, al me-
nos de cepas R5, ya que el estimulo del receptor
de la prostaglandina E2 disminuye la expresion
del CCR5, el cual es indispensable para la entra-
da eficiente del virus a su célula blanco ®.

Durante la infeccién por el VIH se ha reportado
un efecto benéfico de la via adenosina-AMPg; el
tratamiento con ATP induce la degradacion liso-
somica del virus en células dendriticas inmadu-
ras (CDi) y también bloquea el trafico de viriones
desde estas Ultimas a las células T CD4+ 9, Tam-
bién, a través de la estimulacion del receptor de
adenosina 2 con anticuerpos monoclonales, se
puede controlar la entrada del virus a la célula
blanco por la disminucién en la expresién de los
correceptores CXCR-4 y CCR-5 en células T CD4*
@7, En células T CD4* virgenes, se ha observado
que el tratamiento con el factor derivado de cé-
lulas del estroma, activa la via AMPc-PKA-CREB
y altera la capacidad de proliferacién de estas
células, pero al mismo tiempo, disminuye la ex-
presion del correceptor viral CXCR4 73,
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Debido a que el AMPc reduce la replicacion viral
y a que las células Treg CD4* pueden inyectar
esta molécula a través de las uniones comuni-
cantes en la célula blanco, o modificar los nive-
les de adenosina en el microambiente, recien-
temente exploramos el papel de esta subpo-
blacién celular durante la infeccién por el VIH.
En ensayos in vitro de un modelo de infeccion
aguda, las células Treg CD4* redujeron en un 50
% el porcentaje de las células Tcon infectadas
con el VIH y, también, los niveles de p24 en los
sobrenadante de cocultivos de células Treg CD4*
y Tcon ©9. Los ensayos con calceina para evaluar
la interaccidn entre células Treg y Tcon, junto con
la de separacion de las dos subpoblaciones con
membranas permeables transwell y el bloqueo
de la formacién de las uniones comunicantes
con el inhibidor GAP27, sugirieron que el me-
canismo de supresién depende del contacto en-
tre las células ©. Posteriormente, la inhibicidn
de las enzimas adenilciclasa y ectonucleotidasa
CD39, con ddADA y anti-CD39, respectivamente,
corroboro6 el papel crucial que tienen los niveles
altos de AMPc y la generacién de adenosina en
la supresion de la replicacion del VIH ejercida
por las células Treg ©9).

Para dilucidar los mecanismos implicados en la
supresion mediada por AMPcen lareplicacién del
VIHy la contribucion de la proteina cinasa Acomo
efector corriente abajo de la actividad de AMPc,
se llevaron a cabo ensayos con un inhibidor de
la proteina cinasa A con el H89 diclorhidrato, el
cual compite con el ATP por la union al bolsillo
de la subunidad catalitica de la cinasa y con el
éster acetoximetil- de N6-benzoil-AMPc (6-Bnz-
cAMP-AM), anélogo del AMPc y activador espe-
cifico de la proteina cinasa A. Los resultados su-
girieron que las células Treg median la activacion
de la proteina cinasa A mediante el AMPc para
controlar la replicacion viral ©9.

Finalmente, toda esta cascada de sefializacion
disminuye la proliferacién y el ciclo celular (Ki67,
ciclina B) en las células Tcon, lo que se refleja

67



68

Rueda CM, Velilla PA, Rojas M, et al

en la disminucién en el niUmero de células infec-
tadas. En resumen, todos estos hallazgos indi-
can que las células Treg podrian tener un papel
benéfico in vivo durante la fase aguda de esta
infeccion, particularmente en los organos de
mayor activacién inmunitaria. Sin embargo, es
necesario confirmar esto en otros modelos en
pacientes positivos para VIH o primates infec-
tados por el VIS. Igualmente, se debe evaluar el
papel positivo o negativo del AMPc y su asocia-
cion con las Treg CD4* durante las distintas fases
de infeccion por el VIH.

Conclusiones

El incremento del AMPc modula la activacién de
células Ty la transcripcién de genes involucrados
en la proliferacion celular, citocinas, quimiocinas
y diferentes receptores de superficie a través
de varias vias de sefializacion intracelular. Esta
molécula es utilizada por las células Treg CD4*
dentro de su arsenal de mecanismos para supri-
mir la respuesta inmunitaria. El papel del AMPc
durante la infeccion por el VIH ha sido motivo de
varias investigaciones, con diferentes resultados
contradictorios. Sin embargo, de acuerdo con
los hallazgos presentados hasta el momento,
nosotros proponemos que el AMPc podria tener
un papel dual durante la evolucion de la infec-
cion por el VIH. Su papel benéfico se centraria
principalmente en el control de la replicacién vi-
ral, bloqueando la actividad de las repeticiones
terminales largas y factores de transcripcion, o
evitando la infeccién de nuevas células blanco,
por disminucién en la expresién de los correcep-
tores virales como CCR5 y CXCRA4.

Uno de los mecanismos que podria explicar este
fendmeno es el incremento de AMPc mediado
por células Treg CD4*, ya sea empleando la in-
yeccion de esta molécula en células blanco o a
través del eje CD39-CD73 para generar adeno-
sina. Sin embargo, los datos son escasos y no
permiten establecer claramente el papel de es-
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tos mecanismos de supresion viral. Paraddjica-
mente con este papel benéfico, la segunda posi-
bilidad es que el aumento de AMPc podria tener
un papel perjudicial. De hecho, se considera que
el efecto negativo sobre la proliferacion, activa-
cion, respuesta citotdxica y en la produccion de
citocinas, que se observa durante la infeccion
viral, se asocia con altos niveles de AMPc. La su-
presion inmunitaria mediada por el incremento
de AMPc (el cual puede ser inducido por protei-
nas virales) o por la expansion de las células Treg
CD4+ (las cuales emplean este mecanismo de
AMPc de forma inespecifica), es una estrategia
utilizada por el virus para favorecer el estable-
cimiento de la infeccion y evitar su eliminacién.

En conclusién, el papel dual que se observa con
el AMPc, también estaria subordinado al tipo de
célula en la cual esta regulando la actividad de
transcripcién. El AMPc podria tener un efecto
protector, principalmente en células infectadas,
pero, en contraste, tendria un papel perjudicial
en células del sistema inmunitario responsables
de la eliminacién de las células infectadas. Ade-
mas, el papel de las células Treg CD4* podria
cambiar segun la fase de la infeccion. Durante
la infeccion aguda por el VIH, esta subpoblacién
celular podria proteger a los individuos infec-
tados, controlando la excesiva inflamacién y la
activacion inmunitaria, Sin embargo, en la fase
cronica, la expansion de estas células podria te-
ner un efecto deletéreo al suprimir la respuesta
inmunitaria adaptativa. Finalmente, es impor-
tante diseflar mas estudios que permitan evaluar
el papel de la via AMPc/AC/PKA, de la adenosi-
na, del receptor de adenosina 2 y de las uniones
comunicantes, asi como de sus antagonistas en
células del sistema inmunitario durante la infec-
cion por el VIH, con el objetivo de establecer
nuevos blancos terapéuticos del tratamiento an-
tirretroviral o identificar posibles moléculas dia-
nas con potencial inmunorregulador que permi-
tan restablecer la disfuncién inmunitaria.
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