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Resumen

El reciente descubrimiento de dos nuevos co-receptores utilizados por el HIV-1 para la penetracion

de celulas blanco permite una mejor comprension de los mecanismos de interaccion virus-huésped.
El concomitante descubrimiento de que estos receptores son utilizados por quimiokinas allana aun mas el camino
en la interpretacion de la bioclogia molecular y la fisiopatologia de la infeccion por HIV. Estos hallazgos permiten
planear nuevas estrategias terapéuticas destinadas a bloquear la interaccion virus-receptor.

Abstract

Chemokines and their receptors. Two new actors in the physiopathology of HIV infection. The

discovery of two novel structures (CXCR4, CCRS5) that act as HIV-1 coreceptors in target cells has
allowed a better understanding of the virus-cell interaction. The recent discovery that chemokines interact with the
same receptors as HIV-1 has shed light in the comprehension of the viral molecular biology and pathophysiology,
setting the stage for new efforts aimed at blocking virus-cell interaction.
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En los ultimos meses se han producido numerosos
avances en la comprension de la biologia molecular del
HIV (virus de la inmunodeficiencia humana). Técnicas
novedosas permiten cuantificar al virus en plasma’'?,
nuevas drogas disminuyen la replicacion de manera
importante®, y un modelo matematico permite identificar
diferentes poblaciones virales® con una muy alta capaci-
dad de replicacion®.

La reciente identificacion de los receptores de las
quimiokinas como cofactores para la penetracion del HIV
en linfocitos y macréfagos y la dilucidacion de la estructu-
ra quimica y funcién de algunas qumimiokinas han permi-
tido dar pasos muy importantes para comprender mejor
los mecanismos de fusion y penetracion viral como tam-
bién explorar nuevas estrategias que permitan alternati-
vas terapéuticas diferentes a las disponibles®.

El receptor CD4, primer receptor especifico
descubierto

Poco después del descubrimiento HIV, se descubrio
que éste ingresaba a los macréfagos y linfocitos colabo-
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radores (helper) a través del receptor CD4% '°. Rapida-
mente se observé que si bien el receptor CD4 era capi-
tal para la fusion y penetracién viral, el mismo
interactuaba con otras estructuras no identificadas en la
membrana celular. Esto se comprobé realizando expe-
riencias en células animales modificadas para expresar
solamente el receptor humano CD4. El virus fracasaba
en la penetracion celular cuando estas células solo ex-
presaban dicho receptor''. Esto permitié hipotetizar que
otros factores presentes en células humanas y ausen-
tes en estas células hibridas eran necesarios para expli-
car el fendmeno de fusidon y penetracion celular'. Esto
motivé la bisqueda de estructuras de membrana que
permitieran dilucidar el mecanismo intimo de penetra-
cion celular utilizado por el HIV.

Lo que sigue es una integracion del conocimiento
actual de la interaccion virus-huésped y las hipétesis que
esto permite formular.

Tropismo del HIV, un obstaculo para la
interpretacion del mecanismo de
penetracion

Un hecho que complicé la identificacién de co-recepto-
res que interactuaran con el CD4 es |a existencia de cepas
virales con tropismo in vitro por diferentes tipos celulares'?,
Esto sugeria la existencia de penetracién viral a través de
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receptores diferentes en tipos celulares diferentes, hecho
confirmado por los recientes descubrimientos'.

Existen cepas del HIV con tropismo por células trans-
formadas de linfocitos o monocitos, que se llaman ce-
pas T-tropicas. Estas cepas inducen in vitro la forma-
cion de sincicios celulares entre las células infectadas
(SI, en inglés syncitium inducing). Otras cepas del HIV
presentan tropismo in vitro por macrofagos y linfocitos
periféricos CD4 y se denominan M-tropicas, éstas no
forman sincicios (NSI en inglés non synciciun induc-
ing)'s-1e.

Cuando se trata de infectar macrofagos in vitro con
cepas T-tropicas se fracasa, lo mismo ocurre con las
cepas M-tropicas que fracasan al intentar penetrar
linfocitos colaboradores. Este tropismo por diferentes ti-
pos celulares de cepas del HIV in vitro sugiere la utiliza-
cion de diferentes receptores para la fusion y penetra-
cion.

Como veremos abajo este fenémeno de tropismo viral
in vitro tiene correlacion in vivo ya que las cepas M-
trépicas participan en la mayoria de los casos de trasmi-
sion heterosexual'.

El tropismo viral por los diferentes tipos celulares es
determinado por la region variable 3 (V3 loop) de la re-
gion gp 120 de la proteina de envoltura viral®.

En células del sistema nervioso central y en células
colonicas Levy describio la galactosil-ceramida como
cofactor necesario para la infeccion viral, y cuando el
virus forma complejos con anticuerpos la penetracion se
produciria a través del receptor para la region Fc de las
inmuno-globulinas?'.

En sintesis la existencia de cepas virales con tropis-
mo diferente permite inferir que existen diferentes vias
de penetracion en tipos celulares diversos.

Identificacion casi simultanea de dos
nuevos receptores

En el lapso de 40 dias entre el 10 de mayo y el 20 de
junio de 1996 dos grupos de investigadores trabajando
en centros diferentes describieron dos tipos de recepto-
res que participan en forma activa conjuntamente con el
CD4 durante la fusién y penetracion viral.

Feng et al,?? utilizando una ingeniosa técnica de
clonacion, describieron un receptor que asociado al CD4
en células humanas permitia la penetracion del HIV, el
receptor fue bautizado "Fusina" o LESTR (/eukocyte-
expressed seven-transmembrane-domain-receptor).
Este receptor es utilizado por cepas T-tropicas del virus
para penetrar en linfocitos helper y esta constituido por
7 segmentos diferentes asociados a la proteina G. La
sintesis del mismo esta dirigida por un gen localizado en
el cromosoma 222, Paxton et al por su parte describieron
el receptor CCR 5 como co-receptor del CD4 para ce-

79

pas M-trépicas del HIV2:2%. El gen que dirige la sintesis
del receptor CCR5 se ha localizado en el cromosoma
3p21%. El receptor Fusina, ahora rebautizado CXCR4 y
el receptor CCR5 se describieron en linfocitos y
macrofagos respectivamente? 2425,

Dos nuevos receptores utilizados por las cepas HIV
M-tropicas fueron descriptos inmediatamente después,
el CCR-3 y el CCR-2b%: %, Teleoldgicamente estos re-
ceptores interactian con mensajeros quimicos solubles
denominados quimiokinas atrayendo globulos blancos a
las areas de inflamacién. El nombre de "quimiokinas" se
debe a que combinan la capacidad de generar
quimioatraccion y de actuar como citokinas?®. Las
quimiokinas son polipéptidos de 70 a 90 aminoacidos
que se clasifican en alfa quimiokinas y beta quimiokinas?.

Quimicamente las alfa quimiokinas también conoci-
das como CXC tienen un aminoacido entre los dos pri-
meros residuos de cisteina y el gen que dirige su sinte-
sis se encuentra en el cromosoma 4. Las beta
quimiokinas o CC carecen de residuos de aminoacidos
entre las dos primeras cisteinas. Estas pequenas molé-
culas atraen diferentes tipos de leucacitos a los sitios de
infeccién. Las alfa quimiokinas como la Interleukina 8
activan neutrofilos, y las beta quimiokinas activan
linfocitos T, basdfilos, eosindfilos, y macrofagos®.

Los receptores para las quimiokinas actuan ante se-
nales muy diversas como catecolaminas y péptidos®.
Estos receptores estan asociados al sistema intracelular
de la proteina G. La familia de los receptores asociados
al sistema de la proteina G esta constituida por numero-
sos miembros, entre ellos: los receptores a las catecola-
minas, acetilcolina, dopamina, histamina, prosta-
glandinas, péptidos como la vasopresina, ocito-cina y
angiotensina, y proteinas como el glucagon y la
tirotropina®’. El receptor CXCR4 interactua con la
quimiokina SDF-1 (stromal cell-derived factor 1) cuya
funcién es inducir proliferacion de linfocitos B y reclutar
linfocitos T2%3'. El receptor CCRS5 interactia con varias
quimiokinas entre ellas BRANTES (regulated-upon-
activation normal T expressed and secreted), MIP-1 alfa
(macrophage inflammatory protein 1 alpha), y MIP-1 beta
(por macrophage inflammatory protein 1 beta) produci-
das por linfocitos CD8%- 2. Es posible que estos recep-
tores respondan no solo a estos sino también a otros
estimulos quimicos®.

Posible rol de las quimiokinas.
Controversia no resuelta

Es interesante senalar que seis meses antes de la
descripcion de los 2 nuevos co-receptores, dos grupos
de investigadores identificaron cuatro quimiokinas con
capacidad supresiva de la replicacion in vitro del HIV,
por lo que la capacidad supresiva de las quimiokinas in



80

vitro se conocié antes que los receptores sobre los cua-
les estas sustancias actuaban®. Cocchi et al*® publica-
ron que tres quimiokinas RANTES, MIP1-alfa y MIP-1
beta producidas por linfocitos CD8 jugaban un rol impor-
tante en el control de la replicacion in vitro del HIV en
células mononucleares periféricas. Baler et al* a su vez
identificaron que la interleukina-16 uniéndose al recep-
tor CD4 producia por mecanismos desconocidos inhibi-
cién de la replicacion del HIV24.

Poco después del descubrimiento del receptor CCR5
Moore y Koup® armonizaron los hallazgos de la accion
in vitro de las quimiokinas con el receptor CCRS5. Estos
investigadores observaron que las recientemente
descriptas quimiokinas RANTES, MIP1-alfa, y MIP1-beta
interferian en la union de cepas de HIV M-trépico al re-
ceptor CCR5 ya que las quimiokinas y el HIV competi-
rian por el mismo blanco.

El descubrimiento que las quimiokinas inhibian in vitro
la penetracion y posterior proliferacion de cepas M-
tropicas del HIV permitio formular varias hipotesis: 1)
Zanussi*, y Clerici® postularon que los pacientes infec-
tados con HIV sin descenso de CD4 ni infecciones opor-
tunistas luego de 7 anos y que se clasifican como no
progresores (Long term non progressors, LTNP) produ-
cian quimiokinas en mayor cantidad que los que pre-
sentan progresion mas acelerada, lo que explicaria la
evolucion clinica mas lenta de los primeros. Esta hipéte-
sis no pudo ser demostrada dado que no se observo
diferencia entre los no progresores y los que tuvieron
progresion clinica en la produccion media de quimiokinas;
2) Chen y Gupta® corroboraron la capacidad de los
linfocitos CD8 para producir las quimiokinas RANTES,
MIP1-alfa, y MIP1-beta pero estas sustancias in vitro
fracasaron en inhibir la infeccion de células T ; 3) Blazevic
et al*, corroboraron los hallazgos de Chen y Gupta.

En suma, existen hallazgos que indican que las
quimiokinas tienen la capacidad de bloquear la penetra-
cién y posterior replicacion del HIV-1 a la célula blanco
in vitro. Dependiendo del tipo de cepa viral estudiada
este bloqueo puede oscilar entre un 7 a un 99%%-4°, No
esta claro el efecto que estas sustancias tienen in vivo
al competir por los mismos receptores que el HIV.

Mecanismo de penetracion

Descubiertos los nuevos receptores podemos com-
prender mejor el mecanismo de interaccion, fusion y
penetracion del virus en células que poseen al receptor
CD4 y la interaccion de éste con los mismos. El HIV se
une al receptor CD4 a través de una region de la protei-
na de envoltura, la region gp 120™. Posiblemente esta
unién genera cambios conformacionales tanto en el re-
ceptor CD4 como en la region gp 120 de la envoltura
viral?!, Estos cambios aparentemente “expondrian®
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espacialmente regiones quimicamente capaces de unir-
se al receptor CXCR4 en el caso de cepas T tropicas?.
En el caso de cepas M tropicas el receptor utilizado se-
ria el CCR5%%5, La proteina de envoltura del HIV tiene
dos conspicuas regiones la gp 120 y la gp 40'. Una vez
que el receptor CD4 y el CXCR4 o CCRS5 interactiian
con la region gp120 de la proteina de envoltura, la re-
gion gp 41 de esta proteina sufre cambios conforma-
cionales® e interactia con regiones de la membrana
plasmatica produciéndose la fusién del virus a la célula y
su posterior penetracion?'. En estos mecanismos postu-
lados para la penetracion del HIV se basan los conoci-
mientos actuales, pero no explican la penetracion en to-
dos los diferentes tipos celulares afectados por el virus
ni la interaccion completa del virus con la célula hués-
ped (Fig. 1).

Tropismo celular, vias de infeccion

Como expresamos anteriormente existen cepas
virales con tropismo in vitro por diferentes tipos celula-
res'*'8, Este hallazgo tiene connotaciones practicas im-
portantes. Las cepas que causan la mayor parte de la
transmision de la infeccion por via heterosexual son las
M-tropicas'®, utilizan el receptor CCR5 y en menor me-
dida el CCR3 como co-receptor del CD4 para fusionarse
y penetrar en macréfagos y en linfocitos que tengan es-
tos receptores®'.

Las cepas T-tropicas infectan linfocitos T que poseen
el receptor CD4 y el receptor para las quimiokinas alfa
CXCR4. Existen auln receptores no identificados como
se deduce de estudios in vitro*'.

Existen cepas que pueden utilizar ambos receptores
y también los receptores CCR-2b y CCR-3%%: %7, La des-
igual distribucién de las diferentes cepas sugiere que es
posible que la misma sea consecuencia de las diferen-
tes vias de trasmision predominante en cada una de ellas.

Existen diferentes genotipos de HIV que se clasifican
de acuerdo a las secuencias de los genes env y gag*.
El primero de los genes codifica las proteinas de la en-
voltura que median la union y fusion con la membrana
plasmatica de la célula huésped. El gen gag codifica las
proteinas de la nucleocapside'. Los subtipos se han cla-
sificado con las letras del alfabeto latino de A a I. Los
subtipos A, C y D predominan en el Africa subsahariana,
el C en India y el E en Tailandia. El tipo B predomina en
América y Europa. Estos nueve genotipos pertenecen al
grupo M. Recientemente se ha descripto un nuevo gru-
po, el O, de aparente distribuciéon predominante en Afri-
ca*2. Esta diversidad genética tiene importancia médica
pues existe evidencia suficiente que sustenta diferen-
cias en la trasmisibilidad de las diferentes cepas.

Durante la infeccién por via heterosexual con cepas
M-trépicas se han propuesto las células de Langerhans
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Fig. 1.— Interaccion entre la proteina de envoltura viral a través de sus dos subunidades con el receptor CD 4 y los co-recepto-
res CCR5 y CXCR4 (en este ultimo caso dependiendo del tipo de célula T-tropica o M-trépica respectivamente). El péptido
de fusion es una estructura de la membrana de la célula blanco que se une a la subunidad gp 41 de la proteina de envoltura
viral, esta interaccion es seguida por la penetracion del core viral?'- %,

(CL) como un posible blanco primario del HIV'?. Estas
celulas que expresan el receptor CD4 se encuentran en
la mucosa oral y genital. Recientemente, se ha demos-
trado que el virus aislado de individuos infectados
tailandeses (predominancia de Cepa E) tenia un mayor
tropismo por las CL que el virus aislado de infectados
homosexuales estadounidenses (Cepa B). Los autores
proponen que el subtipo E que se trasmite por via hete-
rosexual tendria mejor adaptacion a esta trasmision que
las cepas aisladas de los homosexuales (cepa B) que
se trasmitiria mas eficientemente por via parenteral y
homosexual que son las dos formas de trasmisién pre-
dominante en EEUU actualmente. Esto sin embargo no
explica la aparente adaptacion de la cepa B a la trasmi-
sién heterosexual en América Latina donde ésta predo-
mina en la trasmision heterosexual.

En suma, existen diferentes genotipos virales con dis-
tribucion geografica predominante para cada uno de ellos
que pueden ser consecuencia de una seleccion
Darwiniana; a su vez, estos genotipos presentarian una
forma de trasmision predominante en las diferentes areas
que habitan.

Mutacién de los receptores y proteccion
contra la infeccion

Desde el comienzo de la epidemia y como en toda
enfermedad infecciosa existen individuos que a pesar

de haber sido expuestos al HIV no se han contagiado. El
reciente descubrimiento de co-receptores para el HIV
ha permitido demostrar que en algunos casos esto pue-
de ser parcialmente explicado por modificaciones en los
mismos. Samson et al** descubrieron un alelo mutante
del CCRS5: el CCR5A 32 producto de una delecion de 32
pares de bases que resulta en la sintesis de un receptor
no funcional resistente a la unién con cepas M-trépicas
o0 a la infeccion por cepas con capacidad dual macréfago
y linfocito-trépicas. Esta mutacion es bastante frecuente
en individuos caucasicos con una frecuencia de 1% para
homocigosis y de 15 al 20% para heterocigosis. A pe-
sar de esta alta prevalencia de homocigosis en estudios
realizados en unos 3000 infectados no se encontraron
individuos infectados homocigotas para esta mutacion
(CCR5A 32) en EEUU.

En tres individuos homocigotas para la delecién 32
del CCRS5 recientemente descriptos, contrariamente a
lo esperado se produjo infeccién por HIV, postulandose
en este caso que la fusion y penetracién se podrian ha-
ber producido por los receptores CCR1, CCR2, CCRa3,
o debido a la infeccin con una cepa T-trépica que utili-
za el receptor CXCR44.55.56,

En un extenso estudio poblacional se cuantifi- cé el
polimorfismo del receptor CCR5 en 406 individuos HIV
positivos y en 261 seronegativos. Los pacientes infecta-
dos por HIV, con expresién de defectos geneticos a ni-
vel del gen para el receptor CCR-5 tuvieron una progre-
sion mas lenta y los no infectados una mayor proteccion
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contra la infeccion por el HIV a pesar de tener relacio-
nes sexuales de alto riesgo. Esto sefala un efecto "pro-
tector” producido por defectos en este receptor. Como
senalamos anteriormente existen virus con tropismos por
diferentes células que son infectadas a través de dife-
rentes receptores. En este estudio, como era de espe-
rar, los pacientes con cepas linfotropicas (que utilizan el
receptor CXCR4) no presentaron beneficios aparentes
con mutaciones del receptor CCR5%,

Paxton et al*” publicaron sus hallazgos en un grupo
de 25 pacientes con antecedentes de conducta sexual
de alto riesgo, definida ésta como relaciones sexuales
con individuos infectados sin mediar proteccion. El estu-
dio in vitro de los linfocitos CD4 de estos individuos mos-
tré que los mismos eran menos susceptibles a la infec-
cion que los linfocitos CD4 de un grupo control. Los
linfocitos CD8 de los pacientes menos susceptibles a la
infeccion mostraron una mayor actividad de quimiokinas
RANTES, MIP-1 alfa y MIP-1 beta. Sélo dos de estos 25
pacientes tenian cambios conformacionales a nivel del

Virus M-trépico Virus T-trépico

>
TR \ Fusina
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Virus M-trépico Virus T-trépico
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Fig. 2.— Interaccion entre los diferentes tipos de virus M-tropi-
co o T-tropico con los diferentes sub-tipos de receptores
Fusina (CXCR4) o CCRS5 respectivamente. En el esquema
inferior se observa la consecuencia de la mutacion del re-
ceptor CCR5, esta mutacion no modifica la interaccion con
el receptor a la Fusina.
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CCR5 que explicaban la disminucion de la susceptibili-
dad a la infeccion.

En la Figura 2 se esquematizan dos vias de penetra-
cion diferentes utilizadas por cepas de virus T-tropico y
M-tropico en células con receptores normales y en célu-
las con receptores CCR5 mutantes.

Bloqueo in vitro de la penetracion viral.
¢Hacia nuevas alternativas terapéuticas?

Los ultimos adelantos han impulsado lineas de investi-
gacion que tratan de bloquear la penetracion del virus a
través del bloqueo de receptores. Es necesario puntuali-
zar que en el pasado el intento de bloquear la penetracion
del virus administrando receptor CD4 soluble no permitié
alcanzar resultados terapeuticos utiles?*®: 2.

Simmons et al*® recientemente demostraron que la
administracion in vitro de la quimiokina RANTES modifi-
cada quimicamente en su extremo amino terminal para
brindarle una afinidad mas alta por el receptor CCR5
inhibia la infeccion de macrofagos vy linfocitos por cepas
de HIV M-trépico. Esto brinda pistas para explorar las
potencialidades terapéuticas de esta sustancia o sus-
tancias similares. Las cepas M-tropicas estarian
involucradas en el 90% de la trasmision heterosexual,
en consecuencia el receptor CCRS5 seria muy importan-
te en el comienzo y establecimiento de la infeccion®.

Seisdedos-Arenzana et al*' modificaron quimicamen-
te la quimiokina RANTES eliminando los primeros ocho
aminoacidos de la misma. Esto se tradujo en pérdida de
la capacidad quimiotactica y de la capacidad de activar
leucocitos. Esta proteina modificada mostré una alta afi-
nidad por el receptor CCR5 bloqueando la penetracion
in vitro de cepas M-tropicas de VIH.

Si bien estos dos equipos han logrado demostrar la
utilidad in vitro de estas quimiokinas modificadas quimi-
camente la aplicacién de estos principios in vivo presen-
ta ain numerosos obstaculos. Es necesario lograr el
desarrollo de quimiokinas modificadas que posean dni-
camente la capacidad bloqueante de los receptores
sin ninguna de las otras propiedades que las caracteri-
zan.

En suma, el descubrimiento de dos nuevos co-recep-
tores del CD4, la mejor comprensiéon de la accion de
algunas quimiokinas, la modificacién quimica de las mis-
mas para bloquear la fusién y penetracion viral y la dilu-
cidacion de modificaciones genéticas de los receptores
que permiten explicar la disminucion de la susceptibili-
dad de algunos individuos al HIV, son parte de los ha-
llazgos recientes que permiten abrir nuevas vias de in-
vestigacion en |la comprension de la biologia molecular
del virus, su interaccién con el huésped y las alternati-
vas terapéuticas futuras. =2,
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Les idées précongues sont le phare qui éclaire I' expérimentateur et qui lui sert de guide pour
interroger la nature. Elles ne deviennent un danger que si on les transforme en idées fixes. C'est
pourquoi je voudrais voir inscrites sur le seuil de tous les temples de la science ces profondes paroles:
le plus grand déreglement de I'esprit est de croire les choses parce qu'on veut qu'elles soient.

Las ideas preconcebidas son el faro que ilumina al investigador y que le sirve de guia para interro-
gar a la Naturaleza. Se tornan un peligro sélo cuando se transforman en ideas fijas. Es por eso que
yo quisiera ver escrito en el umbral de todos los templos de la ciencia estas palabras profundas: el
mas grande desvio espiritual es creer en las cosas porque se quiere que ellas sean asi.

Louis Pasteur (1822-1895)
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