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RESUMEN

El HIV/SIDA afecta a2 méds de 40 millones de personas en todo el mundo. Los altos costos de los
antiretrovirales, y la resistencia a estos firmacos han obligado a la bisqueda de nuevas moléculas
bioactivas enfocadas a bloquear proteinas celulares o virales, o moléculas que participen en el ciclo
de replicacién del virus, y que permitan aumentar la supervivencia y la calidad de vida de las personas
infectadas. Recientemente se describieron ciertos factores celulares con actividad anti-VIH-1, los cuales
por sus caracteristicas, constituyen una familia de proteinas celulares conocidas como APOBEC. Los
miembros de esta familia son enzimas deaminasas que modifican citosinas por uracilos en DNA/RNA
celulares o extrafios. La subfamilia de proteinas APOBEC3 es la mis estudiada, ya que estd implicada en
la respuesta inmune innata, es decir, presentan actividad antiviral contra diferentes virus, entre ellos, el
HIV-1. APOBECS3, no sdlo es capaz de editar el genoma viral, sino que participa en diferentes etapas del
ciclo replicativo. En esta revision se discuten hasta donde es posible, los diferentes mecanismos en los
cuales esta subfamilia de proteinas participa activamente en la respuesta antiviral, mediante la inhibicién
de la replicacién de virus.
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ABSTRACT

HIV/AIDS aftects more of 40 million people in the world. The high costs of the antiretroviral compounds,
and the resistance to these medicines has led to intense search for new antiviral, focused on substances
to be actives white proteins or other molecules that participates in the virus’s cycle, in order to increase
the survival and the quality of life of infected patients. Recently, certain cellular factors were described by
their anti-HIV- 1 activity. According to their characteristics, they constitute a family of cellular proteins
known as APOBEC. The members of this family are deaminases enzymes that modify cytosine to uracilo
in cellular or foreign DNA/RNA. The sub-family APOBEC 3 is the most intensely studied, since some
of they members exhibited antiviral activity against viruses such as HIV-1. APOBEC3, not only after
edition of the viral genome, but with the blockaded of it’s replication in different stages of his cycle. This
review attempts to analyse the APOBEC family of proteins to understand the mechanisms by which they
offer resistance to certain viruses particularly to HIV-1, where still more studies need to be performed
to understand how this virus partially or completely escapes inhibition by these proteins.
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INTRODUCCION

El sindrome de inmunodeficiencia adquirida
(SIDA) ocasionado por la infeccién con el virus de
inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1), es el
resultado de la interrelacién de diferentes factores,
tanto celulares como virales. Multiples estudios y
la utilizacién de algunos modelos, han permitido
identificar y caracterizar ciertas proteinas celulares
que acttian como factores celulares anti-VIH-1; es
decir, actdan negativamente en las diferentes eta-
pas del ciclo replicativo del virus. En ese sentido,
miembros de la familia de proteinas APOBEC han
adquirido gran importancia en los taltimos 4 afios,
por su capacidad de limitar la replicacién del virus
en células normalmente permisivas tales como ma-
créfagos y linfocitos. Sin embargo, este mecanismo
de respuesta antiviral celular es contrarrestado por
la proteina Vif; la cual es codificada por el genoma
del VIH-1. En la presente revisién se hace una
discusién de los conocimientos disponibles actual-
mente sobre la actividad antiviral de APOBEC con
una orientacién especifica hacia VIH-1, por ser un
fenémeno que ha permitido avanzar en la com-
prension de la relacién que existe entre proteinas
virales y celulares.

GENERALIDADES DEL VIH-1

El Virus de la Inmunodeficiencia Humana
(VIH) es un retrovirus que pertenece a la subfamilia
de los Lentivirus. Invade directamente los linfocitos
T CD4+, macréfagos, monocitos, causando un
deterioro progresivo del sistema inmune; ademds
también infecta células dendriticas de mucosas
(c€lulas de Langerhans) y células nerviosas de la
microglia (1).

Actualmente se han identificado dos subtipos
virales: VIH-1, aislado en 1983, distribuido mun-
dialmente, es el responsable de la pandemia (SIDA)
del siglo XX; por otro lado, el VIH-2, aislado en
1986, presente principalmente en Asia y Africa
Occidental (2).

Estructuralmente el virus es una particula ico-
sahédrica de aproximadamente 100 nm, presenta
dos capas proteicas y una lipidica. El genoma viral
consta de dos cadenas de RNA lineal de sentido
positivo que codifica tres proteinas estructurales
(Gag, Pol y Env), dos proteinas reguladores (Tat y
Rev), y cinco proteinas accesorias (Nef, Vpu, Vif,
Vpr, Vpx). El RNA viral se encuentra asociado
a tres enzimas virales: proteasa (PR), integrasa
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(IN) y transcriptasa reversa (TR). Tanto el RNA
como las enzimas se encuentran protegidas por la
primera capa proteica llamada nucleocépside, ésta
a su vez estd envuelta por la segunda capa proteica
o céapside, y finalmente estd la envoltura lipidica
tomada de la célula hospedera al momento de salir
por gemacién (2).

En resumen, la replicacién del VIH- 1 se desa-
rrolla en las siguientes etapas (Véase figura 1):

1. Adherencia: Es la primera etapa del ciclo replica-
tivo. Se presenta cuando las glicoproteinas gp120
y gp41 reconocen el receptor y co-receptores
(CD4 y CXCR4/CCR5, respectivamente) de
las células blanco.

2. Penetracion: Luego del reconocimiento se fusio-
na la envoltura viral con la membrana celular,
permitiendo la entrada de la cipside.

3. Transcripcién inversa: Gracias a un RNA de
transferencia celular (t(RNA), que es usado como
cebador y tomando el RNA viral como plantilla,
la TR forma un DNA de doble cadena (cDNA)
a partir del RNA viral. Este fenémeno incluye
la formacién de los LTR (del ingles “long termi-
nal repeat”) en cada extremo del genoma, que
corresponden a regiones largas no codificantes
indispensables para la integracién del DNA al
genoma celular.

4. Integracién: Después de sintetizado el cDNA
viral, es translocado al ntcleo como un complejo
de preintegracion, y gracias a la accién de la IN,
es integrado en el genoma celular (provirus).

5. Transcripcién: Gracias a la maquinaria celular,
se producen tres tipos de mRNA (procesados,
semiprocesados y sin procesar) que son expor-
tados al citoplasma, donde son reconocidos por
los ribosomas y traducidos en las respectivas
proteinas.

6. Ensamblaje: Las protefnas estructurales se en-
samblan y empaquetan las dos cadenas de RNA
proviral, enzimas y proteinas virales, ademas de
un grupo de proteinas celulares.

7. Salida: El virién inmaduro sale por gemacién de
la célula infectada y adquiere la envoltura, en la
cual se encuentran incrustadas las glicoproteinas
virales (gp120 y gp41).

8. El dltimo paso es la maduracién del viridn, el
cual se produce luego de la gemacién y del pro-
cesamiento de las proteinas precursoras virales,
por la PR viral; este proceso es necesario para
que la nueva progenie viral sea infecciosa.
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Figura 1. Ciclo de replicacién del VIH-1

Modificada de Biomédica 2006; 26: 451-66

En el proceso replicativo del VIH-1, las proteinas
reguladoras Tat y Rev juegan un papel muy impor-
tante. La primera es la responsable de incrementar la
tasa transcripcional del genoma viral, gracias a su ca-
pacidad de interactuar con factores transcripcionales
celulares y formar un complejo transcripcional. Por
su parte, Rev es la responsable de exportar los mRNA
semiprocesados y sin procesar; es decir, transcritos en
cuya secuencia de nucleétidos se conservan parcial o
totalmente los intrones (3).

NUEVAS DIANAS CONTRA LA
INFECCION POR VIH-1

El SIDA es una de las enfermedades miés estu-
diadas en la actualidad debido a las consecuencias
de la pandemia; cada dia mueren mds pacientes y
el nimero de personas infectadas por el VIH-1
aumenta.

Actualmente hay cuatro clases de medicamentos
ampliamente distribuidos (4, 5), los cuales estin
dirigidos contra pasos especificos de la replicacién
viral:

* Inhibidores de fusion: se adhieren a la cubierta
de proteina del virus inhibiendo la fusién de
membranas.

* Inhibidores de transcriptasa reversa ana-
logos de nucleétidos: interrumpen el proceso
de replicacién inhibiendo la elongacién de los
transcriptos.

* Inhibidores de transcriptasa reversa no ana-
logos: interacttian con la TR y la inactivan.

* Inhibidores de proteasa: bloquean esta en-
zima inhibiendo el procesamiento de proteinas
virales.

La terapia antirretroviral ha mejorado la calidad
de vida y la supervivencia de las personas infectadas;
sin embargo, laamenaza continua de resistencia a los
antiretrovirales ha obligado a la basqueda de nuevos
medicamentos que sean capaces de suprimir por
completo la carga viral sin efectos adversos, permi-
tiendo la restauracién completa del sistema inmune.
Esto significa nuevos retos para la comunidad cienti-
fica, y un mejor entendimiento de las interrelaciones
tanto entre proteinas virales y celulares, en especial,
en las implicadas en la respuesta anti-VIH-1, como
entre las mismas proteinas celulares.

El conocimiento del ciclo replicativo del VIH-1,
y el descubrimiento de nuevos factores celulares
indispensables para una replicacién exitosa, han
permitido un cambio de paradigma generando
nuevas estrategias terapéuticas orientadas a bloquear
receptores de entrada, factores celulares y en gene-
ral, cualquier estructura o molécula que participe
en la replicacion del virus y en los mecanismos de
defensa celular.

Entre las nuevas estrategias se encuentran las
estitinas, compuestos que inhiben la entrada del
virus, bloqueando la unién de la molécula de adhe-
sién intercelular ICAM-1 a su receptor fisiolégico
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LFA-1 (del ingles lymphocyte function-associated
antigen 1) (6).

Desde el 2004 se estdn realizando estudios sobre
una proteina llamada Prostritina, que es capaz de
internalizar el receptor CD4, protegiendo la célula
de la infeccién (7); actualmente se piensa en esta
proteina como una posibilidad terapéutica ya que no
es toxica y no genera procesos tumorigénicos. Sin
embargo, atin falta mucho por investigar sobre ella.
También se estin evaluando inhibidores de CXCR4
como AMD3100 y KRH-1636 (fase de investiga-
cién clinica) (8). Es importante tener en cuenta que
ante este tipo de estrategias, los tratamientos pueden
intervenir con el buen funcionamiento del sistema
inmune; por esto se estin buscando inhibidores
intracelulares que participen de alguna manera en
el ciclo de replicacién, como la Ciclofilina A, que
podria alterar el proceso de entrada, al interactuar
con la proteina de la cipside (9). Los inhibidores
de la Ciclofilina, las ciclosporinas, aunque tienen
efecto inmunosupresor, son buenos candidatos para
tratamientos futuros. Igualmente se estin evaluando
inhibidores de la integrasa viral, como S-1360 (9).

En los tltimos 4 afos, la comunidad cientifica
y las companias farmacéuticas han centrado una
buena parte de la investigacién en ciertos factores
celulares con actividad anti-VIH, que suprimen
la infecciosidad del mismo, la cual a su vez, se ha
descrito, es bloqueada por la proteina viral vif.
Nos referimos a los miembros de la familia de
proteinas APOBEC (del ingles apolipoprotein B
mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide), las
cuales, con base en algunos reportes, se plantea
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participan activamente en la respuesta antiviral.
A continuacién describiremos las caracteristicas
mids importantes de esta familia de proteinas, su
papel en la respuesta anti-VIH-1 y el mecanismo
que utiliza el virus para contrarrestar su efecto
antiviral. APOBEC se podria considerar como un
nuevo mecanismo de resistencia celular, ya que a
diferencia del interferén (tipo 1 0 2) que es inducido
en respuesta a la misma infeccién, APOBEC es una
proteina que se encuentra en la célula y es encap-
sidada en el proceso de ensamblaje de la particula
viral, de tal manera que su accién se manifiesta tan
pronto la TR inicia su funcién.

DEAMINASAS CELULARES
Y LA FAMILIA APOBEC

Las deaminasas celulares son un gran grupo
de proteinas que participan en diversos procesos
metabdlicos relacionados directamente con los
nucleétidos. Estas enzimas reconocen y modifican
DNA/RNA hibridos, o DNA de cadena sencilla'y
son capaces de editar tanto DNA como RNA, afec-
tando diversas funciones fisiolégicas celulares. Las
ediciones mis frecuentes son de Adenina a Inosina
(A—]) o de citosina a uracilo (C—U), alterando la
capacidad codificante del mRNA (Véase figura 2).
Las deaminasas celulares de Citosina editan este
nucleétido a Uracilos en DNA/RNA extrafios, lo
cual acttia como un sistema de defensa innato de
las células (10). Es decir, durante el proceso de la
transcripcién, los nuevos transcriptos en presencia
de APOBEC presentan diversas mutaciones.
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Figura 2. La deaminacién de citosina y adenina es catalizada por la enzima APOBEC. El tautomerismo es
producido por la adiccién de agua y la eliminacién de un grupo amino.
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APOBEC es una megafamilia de deaminasas
de (deoxi) citidinas, constituida por las subfami-
lias APOBEC1, APOBEC2, APOBEC3 (A a H),
APOBEC4yAID (11). Una caracteristica importante
es que esta familia de proteinas s6lo se ha descrito
en vertebrados. Los integrantes de esta familia se
caracterizan porque presentan un dominio catalitico,
el cual contiene un dominio de unién a cinc, con una
secuencia consenso His-X-Glu-X,, ,.-Pro-Cys-X, ,
(La X representa un aminodacido cualquiera) (12).

APOBEC fue la primera proteina identificada
de esta familia. Es expresada en enterocitos y estd
implicada en el metabolismo de lipidos. Acttia como
subunidad catalitica de una enzima que edita el
RNA y convierte la Citidina en la posicién 6666
a Uracilo, lo que origina un codén de parada, que
detiene prematuramente la sintesis de proteinas
desde el mRNA de la Apoliproteina B, produ-
ciendo una forma funcional truncada de ésta (13).
Simultidneamente, también se describieron las dea-
minasas inducidas por activacién (AID), presentes
exclusivamente en los linfocitos B.

Las AID cumplen un papel importante en la in-
munidad adaptativa, ya que la deaminacién de C2U
es fundamental para la diversificacién de inmunog-
lobulinas dependientes antigenos; es decir, para dar
origen a anticuerpos con alta afinidad (14, 15). En las
células B este gen se caracteriza por la presencia de
regiones repetitivas ricas en Guanina, lo que induce
la alta afinidad por los anticuerpos (16).

De APOBEC2 (también conocida como
ARCD-1), se desconoce su funcién; se ha descrito
que edita citosinas libres, nRNA y DNA naciente
(17, 18). Existe evidencia que muestra que ratones
con deficiencia en APOBEC2 y APOBEC3, no
muestran deterioro en su desarrollo normal, en la
supervivencia, ni en su fertilidad (18).

La dltima proteina descrita de esta superfamilia,
es APOBECH4 (19); fue identificada gracias a estu-
dios filogenéticos y anilisis computacionales; en
éstos se ubico el gen que codifica esta proteina en
el cromosoma 1223, a diferencia de APOBECI,
en el que se encuentra codificada en el locus 13 del
cromosoma 12 (13). Atin no se conoce su funcién
ni las células que la expresan, pero se ha aislado de
mamiferos, ratones y gallinas (19).

Subfamilia de proteinas APOBEC3
El gen que codifica APOBEC3 se ha ubicado

en el locus 13.1 del cromosoma 22; en algunos
mamiferos el gen codifica una sola APOBEC,
pero en humanos y en algunos primates, codifica
nueve proteinas diferentes (denominadas por
su abreviacién hA3A — hA3H ademis hA3DE)
(Véase Tabla 1). Se desconoce el significado de las
diferentes proteinas codificadas por ese gen, pero
se ha sugerido que puede ser consecuencia de la
presién evolutiva, generada por la aparicién de los
virus y la necesidad de neutralizarlos (20).

Tabla 1. Caracteristicas de la subfamilia APOBECS3 (el nimero entre paréntesis, indica la referencia).

Nombre Expresion en células Localizacién celular Actividad enzimatica Actividad antiviral
- . . DNA/RNA deaminasa (20, Retrotrans LTR y no LTR,
APOBEC3A Keratinocitos (54) Nucleo y Citoplasma (20) 33, 36) AAV (20, 33)
Mononucleares de
e HIV-1, SIV, Retrotrans
sangre periférica, DNA deami S
APOBEC3B Keratin(?citoz Linfocitos T Nucleo (20) i LTRy no LTR, HBV
, (19, 20, 29, 36) (33, 20, 29)
(21, 45, 54) , 20,
Células musculares, ., ) DNA deaminasa SIV, Retrotrans LTR y no
APOBEC3C células tumorales (54) | Nucleoy Citoplasma (20) (20, 33) LTR (20, 33)
APOBEC3D - Citoplasma (20) - -
APOBEC3DE - Citoplasma (20) DNA deaminasa (24, 47) HIVAVif, SIVAVif (24, 47)
APOBEC3E - Citoplasma (20) - -
Mononucleares de sangre DNA deaminasa HIVAVIf, HIV-1, Retro-
APOBEC3F periférica, Linfocitos T Citoplasma (20) trans LTR y no LTR, HBV
(21, 45) (20, 29, 33) (20, 29, 33)
HIV-1, HIV-2, SIV, MLV,
APOBEC3G Monq?yglearl_e_sfde_tsan_?_re Citool (20) DNA deaminasa Retrotrans LTR y no LTR,
periférica, Linfocitos itoplasma ; ;
(21, 45) (12, 20, 29, 33, 53) HBV, EIAV, virus Foami
(19, 20, 33, 53)
APOBEC3H - Nucleo y Citoplasma (20) - -
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La secuencia consenso His-X-Glu-X,, ,.-Pro-
Cys-X,_,, que representa un sitio activo deaminasa
citidina (CDA), estd presente en todos los miembros
de la familia APOBEC3, pero hA3B, hA3C, hA3F
y hA3G en lugar de uno, presentan dos sitios CDA,
y se ha sugerido que son los que confieren a esas
cuatro proteinas, su capacidad antiviral (21).

Recientemente se determiné por microscopia
de fluorescencia, que hA3A, hA3C y hA3H co-
localizan en el ndcleo y citoplasma; sin embargo,
hA3B se encuentra exclusivamente en el nticleo y
hA3DE, hA3F y hA3G, exclusivamente en cito-
plasma (22). Esto podria explicar de cierta forma,
la fuerte actividad antiretroviral de hA3F y hA3G
(Véase Tabla 1).

Hasta el momento se conoce que hA3G se ex-
presa en linfocitos T, macréfagos, células dendriticas
mieloides, células dendriticas plasmacitoides, y en
las lineas celulares CEM (ATCC: CCL-199, células
T linfoblastoides) y H9 (ATCC: HTB-176, linfo-
citos T cutdneos). Todas ellas expresan el receptor
CD#4 y por ende son susceptibles a la infeccién por
VIH-1 (23). Ademis se han estimulado las lineas
celulares HepG2, Huh-7, y hepatocitos primarios
humanos con el fin de evaluar la accién antiviral
dirigida contra el Virus de la Hepatitis (24).

hA3G existe en dos formas diferentes: una con
bajo peso molecular (LMM), la cual estd asociada a
la restriccion del VIH-1; y otra de alto peso molecu-
lar, que carece completamente de actividad enzima-
tica y por ende, de actividad antiviral (23, 25).

RESISTENCIA ANTIVIRAL
MEDIADA POR APOBEC3

La replicacién del genoma viral estd regulada
por proteinas virales y por factores celulares: una
coordinacién entre los dos tipos de componentes
es fundamental para el éxito de la infeccién. De
igual manera, la dispersién del virus, la induccién
de una enfermedad (patogénesis), o el proceso de
transmisién a nuevos hospederos, son controlados
por factores celulares y regulados por proteinas
virales. Esto muestra en consecuencia, que existe
una dindmica en la coevolucién virus/célula (hos-
pedero).

Como se discutird a continuacidn, existen
nuevas evidencias que muestran que una de las
estrategias del hospedero para luchar contra cier-
tos agentes virales, es editar el genoma de ciertos
virus, y en particular de retrovirus. La enzima
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responsable de este fendmeno es APOBECS3; dos
proteinas de esta familia, hA3G y hA3F, han sido
implicadas en la induccién de hipermutaciones,
lo que ocasionalmente conduce a la inhibicién de
la replicacién de algunos retrovirus como VIH-1,
virus de la inmunodeficiencia simiana (SIV), virus
de la anemia infecciosa equina (EIAV), virus de la
leucemia murina (MLV) y virus Foamy (21, 26,
27, 28, 29). También se ha visto involucrada en
la inhibicién de algunos transposones (22, 30) y
otros virus como Hepatitis B (HBV) (24, 31, 32) y
Parvovirus (AAV) (30) (Véase Tabla 1).

Proteinas APOBEC 3 y Retrotransposones

Los humanos y algunos mamiferos integran
en su genoma un gran nimero de retrovirus
endogénos, conocidos como retrotransposones,
debido posiblemente a infecciones ocurridas hace
millones de afios en células germinales (33). Los
retrotransposones son secuencias repetitivas capa-
ces de movilizarse de un sitio a otro del genoma
durante la recombinacién genética, integrandose
en lugares pricticamente aleatorios. Se dividen en
dos familias: los que contienen LTR y los que no
contienen LTR (34).

Retrotransposones L'TR

Los retrotransposones LTR codifican tnica-
mente para Gag, Pol y producen algunas particulas
virales que se ensamblan en el citoplasma de la célu-
la. La transcriptasa reversa es funcional y el producto
es translocado al nticleo donde es integrado nueva-
mente en el genoma celular. Estos retrotransposones
incluyen una particula A intracisternal (IAP) que
conserva una region defectuosa de env, ademas de
familia de proteinas Tyl (34).

En el 2005, dos grupos de investigadores se
preguntaron si APOBECS3 serfa capaz de inhibir
los retrotransposones por medio del sitio Tyl, y
efectivamente descubrieron que la expresién de
hA3G y hA3F en levaduras bloqueaba la replica-
cién de LTR retrotransposon Tyl, gracias a varias
mutaciones de G=A (35, 36). Los autores demos-
traron que Tyl Gag interacttia con hA3G y hA3F,
empaquetindolos dentro de las particulas tipo virus.
Schumacher et al (36), plantearon que Vif de VIH-
1 requiere de un factor celular para inhibir hA3G,
ya que al cotransfectar las mismas levaduras con
hA3G y Vit, la inhibicién de los retrotransposones
no fue bloqueada; estos autores proponen como
cofactor a E3 ubiquitin ligasa, la cual es reclutada
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por Vif en células humanas e induce la degradacién
de hA3G (36.

Retrotransposones no LTR

El mis prevalente es LINE 1 (del ingles Long In-
terspersed Element 1) o L1. Esta familia comprende
el 17% del genoma humano (34). Cabe anotar que la
diferencia de LINE 1 con los demads retrotransposo-
nes y retrovirus endogénos es que la transcripcién
reversa ocurre en el interior del ndcleo.

L1 es conocido por ser la causa de varias enfer-
medades genéticas, como la hemofilia A y hemofilia
B (37), ademais de cincer de coldn, lo que sugiere
que la transposicién no sélo se presenta en células
germinales, sino en células somiticas. Reciente-
mente Kinomoto et al (22) demostraron que la
transposiciéon de L1 es inhibida por las proteinas
hA3A, hA3B, hA3G, aunque las proteinas restantes
mostraban también un bloqueo parcial dirigido a
L1, lo que indica que todas las proteinas de la fa-
milia APOBEC3, actian de forma diferente para
bloquear la transposicién del elemento L1 (22).

Respuesta anti-VIH-1, mediada por APOBE-
C3G (hA3G)

Las deaminasas de citosina deaminan este
nucleétido por uracilo en DNA/RNA forineos,
actuando como un sistema de defensa innato de las
células. En ese sentido se ha descrito que la deami-
nacién del cDNA determina la respuesta innata a
infecciones por retrovirus (36).

En el 2003 se describié por primera vez que
hA3G (también llamada CEM15) estaba implicada
en la resistencia antiviral. Los autores demostraron
que hA3G e¢jerce una actividad antiviral durante
la transcripcién reversa, al inducir pequefias mu-
taciones (fenémeno llamado hipermutacién) en el
c¢DNA naciente (39). Estas mutaciones registran una
transicion de Guanosina a adeniosina en el DNA
de sentido positivo, lo que indica una edicién de
citidinas en la cadena en sentido negativo (40). La
reaccién de deaminacién de citidinas inducida por
APOBEC la convierte en uracilo, gracias a la adi-
cién de agua y a la eliminacién de un grupo amino
(Véase Figura 2)

APOBECS3G ingresa al virién durante el ensam-
blaje, y cuando el virus portador de hA3G infecta
una nueva célula y la TR da inicio a su actividad,
hA3G tiene la oportunidad de deaminar el cDNA
naciente, generando asi las hipermutaciones (41),
lo que produce una progenie viral con la proteina
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viral Vif mutada (VIHAVIf), consecuencia de la
gran cantidad de mutaciones G=A, en el gen que
codifica por esa proteina.

estudios han demostrado que el empaqueta-
miento de hA3G se produce gracias a la interaccién
con la proteina estructural Gag (42). Sin embargo,
otros estudios plantean que la integracién de hA3G/
Gag puede deberse a la interaccién dependiente de
RNA, ya que ambas proteinas presentan dominios
de unién a RNA (43). Esto sugiere que atin hay
controversia sobre la manera como hA3G pasa a
hacer parte del virus; ademis se desconoce si en este
proceso intervienen, o no, otros factores celulares.

La resistencia antiviral mediada por hA3G, pue-
de ser consecuencia de uno o mis de los siguientes
mecanismos (40):

1. La infeccién puede llegar hasta la fase de pro-
virus, pero las secuencias (genoma) estarfan
genéticamente comprometidas, hasta el punto
que no seria capaz de producir una progenie
infecciosa.

2. Elnuevo cDNA (editado) podria ser reconocido
y corregido por enzimas de reparacién de DNA,
creando sitios que luego son reconocidos, cliva-
dos y por ultimo, degradados.

3. hA3G puede bloquear la formacién de trans-
critos reversos, mediante un mecanismo adn
desconocido.

4. Posiblemente la enzima induce la degradacién
de los transcritos reversos del VIH-1, a través
de un proceso independiente de la edicién, en
el que endonucleasas celulares pueden estar
implicadas.

Sin embargo, la edicién del cDNA parece no
ser la dnica actividad antiviral de hA3G. Dos estu-
dios recientes han demostrado que hA3G y hA3F
pueden inhibir la replicacién del virus por un me-
canismo posiblemente no enzimitico. Al observar
el metabolismo del genoma viral expuesto a hA3G,
se encontré que el cDNA exhibe defectos en el
apareamiento con el cebador tRNA, alteraciones
en la transferencia e integraciéon del cDNA viral
y, una reduccién en la eficiencia del complejo de
preintegracién (PIC), lo que conlleva a la disminu-
cioén de la infectividad viral; ademads se ha descrito
una reduccién en la tasa de sintesis del cDNA (44).
Igualmente se ha demostrado que hA3G y hA3F
interfieren con la formacién del provirus, interac-
tuando con la nucleocipside y la integrasa, lo cual
altera la transcripcién reversa y la integracién del

cDNA (45).
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Ciertos estudios in vivo muestran una contro-
versia sobre la actividad antiviral de hA3G. Por
ejemplo, un estudio con 3000 individuos infectados
por el HIV-1 demostré que existfa un polimorfismo
(R186H) en la hA3G, el cual fue asociado con una
rapida progresién a SIDA (46). Sin embargo un afo
después, (47) y colaboradores, no encontraron el
mismo resultado trabajando con una poblacién de
327 pacientes VIH-1. A pesar de estos resultados,
existe evidencia (48) que muestra que en células
T CD4+ de pacientes infectados, la hA3G se
encuentra activa en células T CD4+ inactivas (no
infectadas); los autores sugieren que esto puede
estar relacionado con la baja tasa de replicacién del
VIH en este tipo de células. Por otro lado, en las
células CD4+ activadas (en las cuales se da unaalta
replicacién del virus) hA3G se encuentra en estado
inactivo (48). Igualmente se ha demostrado que
en los pacientes VIH-1 (+) con una mayor trans-
cripcién (mRNA) del gen de la hA3G, presentan
menor carga viral; esto sugire que posiblemente
existe una correlacién entre el contenido de la pro-
tefna y la multiplicacién del virus. Adicionalmente
se ha sugerido que los individuos conocidos como
progresores lentos (individuos que han estado en
contacto con el VIH-1, pero no son infectados)
presentan un aumento en los niveles de hA3G (49).
En efecto, en un reciente estudio con 30 individuos
expuestos seronegativos, se demostré que la alta
expresién de hA3G se podia corelacionar con la
resistencia a la infeccién por el virus (50). Estos
estudios son el punto de partida en la basqueda de
nuevas alternativas de lucha contra el VIH-1, y la
hA3G se convierte en una nueva opion.

El conjunto de los diferentes reportes mues-
tra que APOBECS3 tiene la capacidad de inhibir
la replicacién del virus, tanto por mecanismos
dependientes como independientes de la edicién
de citidinas; pero hasta la fecha no se conoce muy
bien el mecanismo utilizado por dicha enzima
para alterar la produccién de particulas virales de
manera independiente de la edicién. Igualmente se
desconoce en detalle la estrategia utilizada por el
virus para evadir este nuevo mecanismo de resis-
tencia innata. Sin embargo, desde el momento en
que se describié que APOBEC tenia una actividad
anti-VIH-1, se han escrito una serie de articulos
que muestran la importancia de dicha proteina,
no solo para la comunidad cientifica, sino también
para las casas farmacéuticas; como resultado, como
se discutird mas adelante, ha permitido avanzar en
la comprensiéon del mecanismo que involucra la
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enzima, asi como también en la estrategia utilizada
por el virus para escapar a la activivad antiviral de
la enzima.

No sélo las APOBEC presentes en células hu-
manas pueden inhibir la replicacién de VIH-1; se
han reportado estudios donde se evalda la actividad
antiviral de hA3G y hA3F, codificadas por el geno-
ma de varios primates no humanos, o la proteina
producida por algunas especies de ratas (rAl) o ra-
tones (mA3), entre otros, las cuales muestran altos
niveles de inhibicién viral (40).

Proteina viral Vif

El factor de infectividad viral (Vif), es una
fosfoproteina bésica codificada por el genoma de
muchos Lentivirus de primates y no primates. Vif
fue descrita por primera vez en células infectadas
por el VIH-1; se ha demostrado que es fundamen-
tal para la infeccion, ya que juega un papel muy
importante en la replicacién del genoma, y en
consecuencia, es primordial en la patogénesis viral,
ya que virus con Vif defectuosa (conocidos como
VIHAVit) producen viriones no infecciosos (51).
Inclusive se ha sugerido que Vif es importante en
el estado latente para suprimir la respuesta innata
de los linfocitos T.

Las células que cominmente son blancos del
VIH-1 presentan fenotipos permisivos y no- permi-
sivos a virus VIHAVif. Vif es requerida para la repli-
cacién del virus en células CD4+ como linfocitos T,
macréfagos derivados de monocitos y en las lineas
celulares CEM (ATCC CCL-199, células T linfo-
blastoides) y H9 (HTB-176, linfocitos T cutineos)
(52). A las células que replican genomas VIHAVIf,
se las conoce como “células no permisivas”; por el
contrario, las células que no necesiten de Vif para
una correcta replicacién se conocen como “células
permisivas” (53). Los viriones VIHAVif producto de
células permisivas, son capaces de infectar células no
permisivas, pero las progenies virales producidas en
las células no permisivas son incapaces de producir
infeccion (54). Esto sugiere que Vif es fundamental
para producir particulas infecciosas.

Con base en la anterior informacidn, se han su-
gerido dos hipdtesis: las células permisivas presen-
tan un factor capaz de proveer la misma funcién de
Vif (complementacion), o las células no-permisivas
contienen un factor que previene la replicacién de
VIHAVif (inhibicién). Con base en estas hipdte-
sis, dos grupos demostraron que existia un factor
celular capaz de inhibir la replicacién de viriones
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en células infectadas con VIHAVif (41, 55). Estos
trabajos potenciaron una serie de articulos que
describen la importancia de APOBECS3 en la in-
hibicién de la replicacién del VIH-1.

Teniendo en cuenta que en ausencia de Vif se
producian particulas virales no infecciosas, Shechy
etal. (41) decidieron trabajar con células que no ex-
presaban el gen CEM15. Al realizar una expresion
transitoria o estable de dicho gen, encontraron que
la sola expresién de este gen inducia la produccién
de particulas no infecciosas, pero en su ausencia
se restablecia el fenotipo infeccioso (41). Es de-
cir, la actividad antiviral celular era potenciada
por el producto de CEM15. Luego se describié
que el producto del gen CEM15, era la proteina
APOBE3G (56).

Neutralizacion de APOBEC3G por Vif.

Es evidente que el VIH-1 presenta un meca-
nismo que le permite evadir la respuesta antiviral
celular mediada por hA3G y, con base en los resul-
tados descritos anteriormente, se muestra que Vif,
ademds de participar en el proceso de infeccion,
en la replicacién y en la patogénesis, tiene como
funcién adicional, neutralizar la funcién de hA3,
permitiendo que el virus pueda seguir su ciclo
replicativo sin interrupcién. Para llegar a esta con-
clusién, primero se realizaron diferentes andlisis que
permitieron determinar que una pequena cantidad
de hA3G era incorporada en particulas virales (57).
A continuacion, en presencia de Vif, se detecto una
gran disminucién en la cantidad de hA3G endége-
na, lo que indic6 que Vif promueve la degradacién
de hA3G (58); esta degradacién podia ser corregida
sise trataban las células con inhibidores de proteasa,
y se concluyé que Vif promueve la ubiquitinacién
de hA3G y su degradacién proteosomal (37).

Subsecuentes andlisis sugieren que Vif actiia
como una proteina adaptadora, conectando hA3G
en un complejo E3 ubiquitin ligasa, el cual estd
compuesto por las proteinas celulares Cullin 5,
ElonginB y ElonginC (40, 59). La interaccién de
este complejo se da por una secuencia altamente
conservada en Vif, llamada SOCS (del ingles su-
presor of cytokine signalling). Este mecanismo es
similar al usado por las proteinas llamadas F-box,
las cuales acttian como puente entre el complejo,
la proteina a ser ubiquitinada y degradada por el
proteosoma. Un aspecto interesante, recientemente
descrito, es que la funcién de Vif es dependiente de
cing, ya que la quelacién del cinc inhibe la funcién

de Vif; lo que conlleva a que el virus sea mds sensible
a la accién antiviral de hA3G (60). Los autores de-
muestran que la quelacién del cinc no tiene ningtn
efecto en el ensamble del complejo Cul5-SOCS3
E3, por lo cual ellos sugieren que el ensamble de
E3 dependiente de cinc es un mecanismo exclusivo
de VIH-1.

Si bien mids de 20 afios de estudio sobre la
relacién VIH-1/célula hospedera, han permitido
desarrollar y almacenar un gran conocimiento que
ha permitido controlar la replicacién del virus y mas
bienestar para los pacientes VIH/SIDA, los nuevos
conocimientos y en especial los obtenidos con la
proteina APOBEC, abren una nueva puerta, y po-
siblemente nuevas perspectivas para el tratamiento
de los individuos VIH+. Es evidente que atin existe
un gran camino por recorrer, pero la identificacién
de una proteina con un gran potencial antiviral es
ya un gran avance.

CONCLUSIONES

El estudio de las interacciones proteina-pro-
teina y proteina-RNA, va en aumento. Se han
publicado trabajos en los cuales se trata de estable-
cer una integraciéon del conocimiento con miras a
entender las diferentes vias que utilizan los virus
para cumplir su funcién y a la vez alterar la biolo-
gia celular. Son este tipo de estudios los que nos
van a permitir disponer de nuevas herramientas,
o alternativas, para luchar contra este tipo de
infecciones. Los nuevos avances y prometedores
resultados obtenidos en este campo reorientan el
panoramay posibilitan el uso de nuevas estrategias
con fines profilicticos o terapéuticos, basados en
la modulacién de la expresion de estos genes o en
la inhibicién/potenciacién de estos sistemas.

Desde el descubrimiento del sistema APOBEC
se han realizado diversos estudios con el fin de
conocer sus funciones naturales y la capacidad
que tiene como defensa innata intracelular contra
algunos virus como el HIV-1. Después de estos
estudios, es inevitable pensar en este sistema
como una posible alternativa terapéutica. Actual-
mente se deben proyectar estudios que busquen
inhibidores del proteosoma o bloqueadores de la
ubiquitin ligasa E3, con el fin de facilitar a hA3G
su funcién de hipermutar el genoma viral, al
punto de convertirlo en un virus defectuoso/no
infeccioso, pero que, a la vez, no sea tdxico para
la misma célula.
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Esto muestra cémo la mejor comprension de
los procesos moleculares implicados tanto en la
infeccién como en la respuesta antiviral, son fun-
damentales para la prevencién o para el desarrollo
de nuevas estrategias terapéuticas.
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