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1. Resumen
La entrada del virus de inumunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1) a un linfocito T,
se inicia por la interaccion del trimero viral gp160, el cual contiene en su extremo
la glicoproteina gp120. Esta interactia directamente con el receptor CD4 del
linfocito y posteriormente el complejo CD4-gp120 reacciona con el correceptor

CCRS5 presente en los linfocitos T,CD4+.

Esta investigacion propone una explicacién a la conducta de la glicoproteina
gp120, para ello se han utilizando programas computacionales de enlace proteina-
ligando con el fin obtener detalles de las reacciones bioquimicas existentes entre
los epitopos de gp120 en VIH con el correceptor CCR5, particularmente se
describen las reacciones entre el tercer segmento variable (V3) de gp120 y el
segundo segmento extracelular (ECL2) del correceptor CCR5. También se ha
tomado particular atencién en las interacciones que se dan con el segmento N-
terminal del correceptor CCR5 y gp120 de VIH-1 con el fin de explicar la
orientacion entre CCR5 y gp120 que forman el complejo CCR5-gp120. Ademas se
ha disefiado un modelo molecular computacional que explica y es coherente con

los resultados obtenidos entre esta investigacion y las investigaciones previas.

Los resultados encontrados muestran que existen regiones especificas en el
segmento V3 de gp120 que interactuan con el segundo segmento extracelular en
CCR5, y ha sido posible proponer un mecanismo de reaccion que explica la

relacion entre ambas proteinas que comienzan con la interaccién del segmento N-



terminal en CCR5 con el sistema V1/V2 en gp120 de VIH-1, sigue el proceso de
enlace con la interaccién de la ARG440 que ubica y se enlaza a CCR5 y
finalmente ocurre el enlace entre el segundo segmento extracelular en CCR5 de

los linfocitos T, CD4+ y el segmento variable 3 de VIH-1.

Esta propuesta es coherente con lo que ocurre en las cepas X5, X5/R4 y R4 de
VIH que seleccionan entre diferentes correceptores (CXCR4 y CCR5
respectivamente) y sugiere que existen aminoacidos en V3 de gp120 cuya funcion
es la orientacién especifica a un enlace estable por todas las regiones de reaccidn

entre gp120 de VIH-1 y el correceptor CCR5.



2. Introduccion

Para poder encontrar la cura de una enfermedad, es necesario conocer su
naturaleza. Respecto a las investigaciones realizadas sobre el Virus de
Inmunodeficiencia Humana (VIH), que genera el Sindrome de Inmunodeficiencia
Adquirida (SIDA), las cuales son muy abundantes, no existen aun mas que
soluciones paliativas y propuestas de vacunas que apenas empiezan a ser

desarrolladas y probadas.

En Guatemala, en este momento, hay muy pocas entidades que llevan estudios

sobre la expansion y el tipo de evolucién que ha sufrido la enfermedad.

El presente trabajo absorbe la literatura de vanguardia y los trabajos mas
sobresalientes hasta la fecha, con el fin de generar conclusiones a nivel
biomolecular con el fin de explicar el mecanismo de reaccidn inicial de la infeccion
del linfocito T, CD4+. Se presenta una revisidn bibliografica de publicaciones
seleccionadas y se analizan desde el punto de vista quimico para ampliar detalles
y obtener nuevas conclusiones sobre la naturaleza de las reacciones bioquimicas

que se llevan a cabo en este proceso.

Uno de los aspectos mas importantes es la determinacién de los mecanismos

biomoleculares y las reacciones quimicas que utiliza el virus en el contacto inicial



de las proteinas de su cubierta de membrana con la membrana de la célula

hospedera, lo que es clave para que la capside viral pueda penetrar en la célula.

Se observara con particular atencion las estructuras quimicas responsables de la
relacion primaria existente en la secciéon V3 de la glicoproteina viral gp120. La
seccién V3 se encuentra en la membrana de envoltura externa, responsable de la
reaccion quimica inicial del VIH tipo 1 y es activada contra el correceptor del
linfocito T CD4+ en el hospedero. Es éste el paso que también da fundamento a
la comprension del tropismo del virus hacia las células que reconoce como
hospederas, dado que el tropismo de VIH esta directamente relacionado a los
correceptores presentes en sus células blanco. Este hecho puede sugerir
eventualmente el desarrollo de inhibidores de la union linfocito CD4 - VIH, siendo
una potencial alternativa de tratamiento médico que ya se ha comenzado a

estudiar.

Por lo tanto el objetivo esencial de este trabajo es explicar ese mecanismo de
reaccion, a fin de encontrar una justificacion logica en los eventos que suceden en

el hospedero durante el inicio del proceso de infeccién por VIH.

El ambiente de este trabajo se sitia en el campo de la quimica organica para
explicar los mecanismos de reaccion que siguen los grupos funcionales de los
aminodacidos que inician el mecanismo de infeccion por VIH en la célula defensora
linfocito T CD4+. Para esto, es necesario explicar ampliamente con una base

inmunoldgica, la bioquimica de estos procesos.



Las referencias bibliograficas usadas en este trabajo han sido seleccionadas con
base en el criterio meta analitico como método de orden cientifico, puesto que
esos estudios son la base de datos utilizada. El presente trabajo es una
investigacion bibliografica comparativa con el fin de interpretar los mecanismos de

reaccion mas probables y representativos.



3. Antecedentes

3.1 Historia de aparicién del virus

El Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH), reconocido por causar el Sindrome
de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), es un retrovirus aislado por primera vez
por el grupo francés de Barre-Sinoussi en 1983 y confirmado el mismo afo por

Cherman et al. y posteriormente por Broder y Gallo en 1984 (1-3).

Aunque se tiene idea de su forma transmisible entre seres humanos a partir de los
finales de los setenta, presente en las poblaciones de Sudafrica, fueron
resportados los primeros casos en homosexuales de Inglaterra en 1981 y en
Estados Unidos en la misma fecha, en lo que parecia ser un extrafio reporte de
neumonia por Pneumocystis presente en cinco homosexuales (MMWR Morb
Mortal Wkly. 1981) (4), El Centro de Control de Enfermedades de Estados Unidos
(CDC por sus siglas en ingles) fue el primero que reporté una historia clinica

completa de los primeros pacientes con SIDA (5-12).

Pronto se identifico que la enfermedad no era exclusiva en homosexuales, cuando
comenzd en grupos heterosexuales de Haiti, de México (13), en usuarios de
drogas por inyeccion intravenosa (14) y en nifios cuyas madres mostraban SIDA
(15). Para finales de 1982 ya se conocia un aproximado de 87 casos reportados y
12 de los cuales eran en menores de edad, y de estos 4 oscilaban entre los 6-17

meses de edad (16, 17).

Actualmente son reconocidos dos tipos de virus genéticamente relacionados que

causan inmunodeficiencia humana, el VIH tipo 1 y el VIH tipo 2 (VIH-1 Y VIH-2



respectivamente), de los cuales VIH-1 es mas mortifero y su prevalencia domina
los continentes europeo, Africa del norte, éste, Asia y América; por su lado VIH-2

se encuentra diseminado en Africa del oeste y es menos patégeno (18).

Se conoce también que el VIH-1 tiene su reservorio en el Virus de
Inmunodeficiencia Simia (VIS) del chimpancé (Pan troglodytes) mientras que
VIH-2 tiene su reservorio en el VIS del mono gris africano sooty mangabeys
(Cercocebus atys) (19-27). Actualmente se han identificado una serie de
subfamilias de VIH-1 filologia basada en la variabilidad de sus proteinas de
cubierta de VIH-1, observando tres grandes grupos M, Ny O. El grupo M y todos
sus subtipos que son A, B, C, D, F, G, H, J, K, son los mas difundido a nivel
mundial, y cada sub tipo puede presentar sub sub-tipos, por ejemplo A1y A2. En

el caso de VIH-2 hay subtipos de A-H y el mas difundido es el B (28).
3.1.1 Epidemiologia

Segun el programa conjunto de Naciones Unidas para el VIH/SIDA y la
Organizacion Mundial de la Salud, hasta diciembre de 2007 cada dia 6,800

personas se infectan con el virus y 5,700 fallecen por causa del sindrome (29,30).

La prevalencia mundial de la infeccidn se mantiene en el mismo nivel, con una
tasa de supervivencia mayor, y por lo que este grupo (infectado) se acumula,
debido a la aplicacién de los nuevos tratamientos que retardan el deceso por
SIDA.

Aunque aun existe prioridad en el mundo sobre la erradicacion de VIH, los
resultados parecen ser alentadores al mostrar en varios paises una disminucién

del numero de casos nuevos infectados por afio. Hasta 2007 existian 32.2 millones



de personas reportadas que viven con VIH con un total de 2.5 millones de nuevas

infecciones.

Respecto a Guatemala, los datos provistos por el Ministerio de Salud Publica en
2007 (31, 32) desde enero de 1984 hasta octubre de 2007 hay un total de 10,667
casos reportados, de los cuales 519 casos son transmisiones de madre a hijo.
Este informe no reporta por falta de informacién, el porcentaje de personas que
estan vivas con VIH y por tanto tampoco reporta el nimero de defunciones a
causa de SIDA en ninguna fecha. Lo que se tiene son estimaciones generadas
por el programa de ordenador Spectrum 2.39, el cual brinda datos en base a la

estimacion realizada en 2004, que se ilustra en la siguiente tabla:

Tabla No. 1

Proyecciones de casos VIH y SIDA Guatemala 2005

Categorias 2005 | 2010 | 2015
Adultos >15 anos viviendo con VIH (en miles) 54.87 | 81.56 | 123.5
Adultos >15 afos con nuevas infecciones (en miles) 735 | 9.74 | 12.88

Adultos >15 afos con muerte a causa de SIDA (en

miles) 346 | 155 | 3.65
Nifios (0-14 afios) viviendo con VIH/SIDA (en miles) 2.7 3.83 4.3
Nifos (0-14 anos) con nuevas infecciones VIH 550 435 380
Nifos (0-14 afnos) con muertes por causa del SIDA 109 103 138
Adultos con prevalencia (15 - 49 afnos) % 0.9 1.16 1.55

Fuente: proyecciones de VIH y SIDA, segun Spectrum 2.39, segun intervenciéon 2005 (Ref.
31)




Los datos demuestran que la epidemia aun no se ha estabilizado en Guatemala.
Solamente se sabe que entre 2003 y 2007 se ha reportado el 63% (3,658) de los
casos entre personas que van de los 20 a los 39 afios, a causa de la falta de un

programa de vigilancia antes de esa fecha (32).
3.1.2 Sintomatologia

El esquema sintomatico que produce VIH es el siguiente (24, 27):

1. Una infeccion primaria o aguda o primoinfeccion,

2. Un periodo asintomatico

3. Progresion a SIDA

4. SIDA

5. Muerte.
La infeccion primaria se ve caracterizada por un incremento muy veloz de carga
viral en la sangre a partir del sitio de inoculacion en la persona. En este momento,
por cada célula T CD4 infectada se producen otras 20 nuevas células infectadas
llegando a alcanzar rapidamente niveles de hasta 10° /ml e incluso 10°/ml. Esta

viremia alcanza los 6rganos linfoides.

La consecuencia directa es un descenso brusco en la relacién de linfocitos
CD4/CD8 lo que produce una virtual inmunodeficiencia que se observa en el
paciente mediante fiebres altas, sudoraciones nocturnas, diarreas cronicas
inexplicables (para mayor detalle observar el cuadro clinico de una infeccion
primaria). La duracion de este periodo depende de la capacidad de reaccion

inmune de cada paciente.
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Tabla No. 2

Caracteristicas clinicas de infeccién aguda por VIH

Fiebre y diaforesis

Mialgias y artralgias (dolor muscular y huesos)
Malestar y letargo

Linfadenopatia e hipertrofia del bazo

Faringitis

Anorexia, nausea y vomito

Cefalea y fotofobia

Exantema macular (degeneracion de la parte posterior del 0jo)

Tabla basada en Stites (2002) (27)

En las semanas posteriores se obtiene la primera respuesta inmune del cuerpo a
cargo de los linfocitos T citotoxicos CTL CD8+, lo cual causa un decremento
severo de la carga viral en las proximidades de la sexta semana pasada la
primoinfeccidon, de hecho alcanza un punto de estabilidad y el virus parece guardar
una latencia clinica, aunque realmente lo que sucede es un equilibrio entre la
produccion y destruccion del virus, por lo cual el paciente se vuelve asintomatico

durante varios anos (25,26).

La progresion a SIDA se empieza a ver marcada por la ruptura paulatina del

equilibrio mantenido entre produccién-destruccion del virus (24).
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3.2 Conceptos Fundamentales de Inmunologia

Anticuerpos o Inmunoglobulinas: son proteinas altamente especificas que
son producidas en respuesta a antigenos especificos. Los anticuerpos o

inmunoglobulinas son producidos por los linfocitos B (33).

Patégeno: es toda aquella entidad biolégica capaz de producir enfermedad o

dano en la biologia de un hospedero.

Citocinas: es un grupo diverso de péptidos y glucoproteinas de senalizacién
intracelular, cuyos pesos moleculares oscilan entre los 6,000 y 60,000 UMAS. Las
citocinas son parte de las secreciones normales de la célula con el fin de provocar
una infinidad de estimulos. De tal cuenta, cada citocina produce un efecto en
particular sobre su célula blanco mediante un receptor especifico ubicado en dicha
célula. Actuan a concentraciones muy bajas (10'9 10" M). Entre sus funciones
no solamente se encuentra la respuesta inmune, sino también inflamatoria, el

crecimiento, la movilidad, la diferenciacioén celular (27, 37).
3.2.1 Quimiocinas

Sustancias liberadas por las células, son de la familia de las citocinas,
generalmente no superan los 8-10 kilodaltons por lo cual se dice que son proteinas
muy pequenas que cumplen varias funciones. Las quimiocinas sirven como
comunicaciéon de una célula a otra mediante proteinas G en receptores
extramembrana o transmembrana celular. Cada quimiocina tiene un receptor
especifico, pero cada receptor puede ejercer para mas de una quimiocina, y la

célula que expresa dicho receptor se conoce como célula objetivo. Otra


http://es.wikipedia.org/wiki/Linfocito_B
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caracteristica es que poseen 4 grupos cisteina, y son definidas de acuerdo a la
posicion de dichas cisteinas. Son estos mismos grupos los que les confieren su
conformacion tridimensional caracteristica y necesaria para ser aceptada por los

receptores en una relacidén exacta llave-cerradura.

Existen dos categorias esenciales de quimiocinas:
* pro-inflamatorias

* homeostaticas

Las citocinas pro-inflamatorias se ven involucradas en una funcién quimiotactica

durante una respuesta inmune en una infeccion.

Las citocinas homeostaticas son responsables de la quimiotaxis que desarrolla el

tejido, lo mantiene o lo hace cambiar.

Las quimiocinas se encuentran esencialmente en vertebrados, algunos virus y

algunas bacterias pero no en invertebrados (38).

3.2.2 Funcion de las Quimiocinas

El principal rol que juegan las quimiocinas es atraer células mediante gradientes
de concentracion, por lo que se puede decir que las células objetivo seran

quimiotrépicas.

Algunas quimiocinas controlan el sistema inmune atrayendo linfocitos y activando
ganglios y nddulos linfaticos. Por tanto éstas son las responsables de desplegar

anticuerpos e interactuar contra agentes patégenos (39, 40).
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Las quimiocinas homeostaticas por su parte, son secretadas sin necesidad de un
estimulo en su célula fuente. Estas pueden promover la angiogénesis (creacion de
nuevos vasos sanguineos), o bien guiar a otras células que son criticas para

ejercer sefiales de maduracion celular en tejidos.

Otras quimiocinas son responsables de la accion inflamatoria que se ejerce en
contra de bacterias, virus o bien agentes que causan dafo en el tejido, como silica
o cristales de urato como ocurre en la gota (artritis metabdlica generada por la

acumulacion del acido urico).

Las quimiocinas inflamatorias son responsables de generar respuestas inmunes
que atraen neutrofilos, leucocitos, monocitos. En si, estas quimiocinas regulan

tanto el sistema inmune innato como el sistema inmune adaptado (41).
3.2.3 Caracteristicas Estructurales

Todas las quimiocinas tienen una forma tipica de llave griega, adquirida gracias a

sus puentes disulfuro proveniente de los residuos cisteina que las caracteriza.
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Grafica No. 2
Estructura de la quimiocina CXCL12: En la grafica se observan los puentes disulfuro sefalados, la

posicion de éstos es caracteristico de las quimiocinas CXC

31e-helix
carboxi Terminal

_ ) 40’s loop

Dominio N-Terminal

Amino Terminal

Grafica No.3
Estructura de la quimiocina CXCL12: Se observa encerrada en un circulo la tipica forma de llave

griega que caracteriza a las quimiocinas. Graficas obtenidas de James et al. (2007) (185).

Hig17
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La “llave griega” en bioquimica se refiere a un tipo de estructura super-secundaria

(42).

Mas que esto, su estructura caracteristica se debe a que todas las quimiocinas
hasta ahora reportadas comparten entre 50 y 60 % de similitud en su secuencia

amino acida y genética.

En si, estan conformadas como pro-proteinas que comienzan con 20 aminoacidos
enlazados a la porcién activa de la molécula. Los primeros dos grupos cisteina
estan presentes cerca de uno de los extremos N terminales, la tercera cisteina se
encuentra en el centro y la cuarta generalmente estd muy cercana al extremo C

Terminal de la proteina.

El segmento en asa que se encuentra cercano al inicio generalmente se conforma
por 10 amino &acidos y se conoce como segmento N. Seguido de éste se
encuentran los segmentos Hélice 3,, , cadena B y hélice o C - Terminal. Estas
hélices y cadenas estan conectadas por segmentos llamados 30s 40s y 50s, la

tercera y cuarta cisteina estan localizadas entre los segmentos 30s y 50s.

3.2.4 Tipos:

Los miembros de las quimiocinas estan clasificados en cuatro grupos de acuerdo a

la posicidn de los primeros dos residuos de cisteina:
« CC
« C
+ CXC
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« CX,C
3.2.4.1 Quimiocinas CC:

También conocidas como B-quimiocinas tienen dos cisteinas adyacentes a su
grupo N- amino Terminal. Aqui se encuentran las principales familias de
quimiocinas atrayentes de monocitos, células NK, células dendriticas vy
macréfagos. Estas quimiocinas también pueden atraer eosinéfilos que expresan
CCRS3. CCL5 (también llamado SDF-1 o RANTES) atrae células como células T,

eosinofilos y baséfilos que expresan el receptor CCR5 (43, 44).
3.2.4.2 Quimiocinas CXC:

Las dos cisteinas N-terminales de las quimiocinas CXC (o a-quimiocinas) estan
separadas por un aminoacido, representado en su nombre por una “X”. Existen
17 diferentes quimiocinas CXC descritas en mamiferos, que son subdivididas en
dos categorias, éstas con una secuencia de aminoacidos especifica (0 motif) de
Acido Glutamico - Leucina - Arginina (0 ELR por sus abreviaturas)
inmediatamente antes de la primera cisteina del motif CXC (ELR-positivas), y las
que no tienen un motif ELR (ELR -negativas). Estas quimiocinas inducen

neutrofilos, y linfocitos CXC receptores (45).
3.2.4.3 Quimiocinas C:

Conocidas como y-quimiocinas, diferentes a las otras, pues sélo tienen dos
cisteinas: una cisteina N-terminal y una cisteina al final. En este subgrupo hay dos
quimiocinas: Linfotactina- a y linfotactina- B. Son atractores de células T

precursoras en el timo.
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3.2.4.4 Quimiocinas CX,C:

Este grupo de quimiocinas posee tres aminoacidos entre sus dos cisteinas (o-
quimiocinas). La unica reportada es la fractalquina (CX,CL1). Sirve como

quimioatrayente y como adhesivo molecular (46).

3.2.5 Receptores y Antigenos

3.2.5.1 Antigenos

Aquellas sustancias que son capaces de reaccionar con un receptor especifico
que se encuentran en las células blancas sanguineas, los hay antigenos propios y
extranos. Generan anticuerpos. El antigeno no puede estimular por si solo una
respuesta inmune (Esta disefiado para producir una respuesta directa dentro del
sistema inmune). Todos los inmundégenos son antigenos, pero no todos los

antigenos son inmundégenos (34-36).

Inmundégenos son aquellas moléculas que son capaces de producir una respuesta
inmune. Se enlazan a receptores especificos y proveen las senales necesarias

para provocar una respuesta inmune.

Un mismo antigeno puede tener mas de un determinante antigénico (epitopo en
un anticuerpo), y cada uno de estos determinantes comprende diferentes amino
acidos (4-6 regularmente) o azlcares, la respuesta inmune resultante puede

comprender anticuerpos que reconozcan solo unos de ellos.
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Un mismo antigeno al ser introducido en dos diferentes personas puede activar
diferentes epitopos, lo que sugiere que el rango de epitopos reconocidos esta bajo

control genético.

Los antigenos leucocitarios humanos HLA ® son las moléculas que identifican a un
individuo y son producto del grupo de genes del complejo mayor de
histocompatibilidad MHC . Estos pueden ser de 3 categorias: Clase |, Clase Il y
Clase lll.

Clase [: lo presentan todas las células nucleadas y plaquetas.

Clase lI: reservado para Macrofagos, linfocitos B y células dendriticas.

Clase llI: presente en enzimas, elementos de control en procesos antigénicos y en

el grupo de proteinas del sistema de complemento.

El nivel de HLA que se expresa en una superficie celular estd regulado por

citocinas y otros antigenos (27, 52, 53).

El sitio del Antigeno que se enlaza a su receptor, se conoce como epitopo y se

llama también Determinante Antigénico.

"HLA Por sus siglas en ingles Human Leucocitary Antigen.
"MHC Por sus siglas en ingles Major Hitocomptatibilty Complex.
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3.2.5.2 Receptores

Los receptores son proteinas que se encuentran en la membrana o el citoplasma.
Su funcidon es generar cambios fisiolégicos a través de su activacion. Estos
receptores poseen ligandos que son los que reaccionan (interactian) con otras

sustancias, como las quimiocinas (47, 48).

Sin embargo, organismos patégenos pueden utilizar los receptores como medio de
entrada al citoplasma celular, se pueden citar algunos ejemplos como Plasmodium
vivax que utiliza el antigeno DARC (un receptor de eritrocitos), Streptococcus
pneumoniae utiliza el receptor PARF, y VIH utiliza los receptores de quimiocina

CCR5 y CXCR4.

Los receptores de quimiocina pertenecen a la superfamilia de receptores de 7
dominios de transmembrana, que representan un grupo de receptores unidos a
proteinas G (49, 50). Estos receptores se utilizan para ubicar a las células bajo un

tejido particular (51).

Segun su posicion pueden clasificarse en:
* Transmembrana
» Periféricos
» Metabotropicos

» Acoplados a proteinas G.

Segun su funcién se clasifican en:

* Receptores Fc
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» Receptor de antigenos de células B.
* Receptores de células T.

* Receptores de células NK.

Receptores antigénicos de células B:

Estos se enlazan via inmunoglobulina de membrana, son inmunoglobulinas que se
diferencian de las inmunoglobulinas secretadas en que poseen una regién
intercitoplasmica y también una region citoplasmica en la regién Fc (carboxi)
Terminal de la regién de la cadena pesada. Cuando el antigeno se enlaza a la

inmunoglobulina de membrana la célula comienza una transduccion de sefial.

Las células B tienen en su membrana celular también inmunoglobulinas que
pueden secretar, y de hecho hacer especificas, lo que da origen a la superfamilia
de inmunoglobulinas que son en su region citoplasmica y extracelular idénticas a
las Ig de membrana, diferencidndose en su corta cola citoplasmica que se conoce

como ITAMs' que permiten la activacién de la sefial caracteristica.

Receptores Fc:

Los receptores Fc son los que reaccionan con las inmunoglobulinas en su regién
Fc. Y pueden ser clasificados segun la region Fc que enlazan:

FceR (receptor IgE),

FcaR (receptor IgA),

FcyR (receptor 19G), etc.

De los cuales FcyR existen tres grupos: FcyRIl, FcyRIl, FcyRIll que tienen

diferente afinidad por IgG y otros complejos inmunes (27, 52).

*ITAMs del inglés Immunoreceptor tyrosine-based activation motifs
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Inmunoglobulinas:

Son los anticuerpos secretados o presentes en las membranas de las células
blancas, se ubican en los liquidos corporales o el plasma, juegan un rol primordial
en la respuesta inmune, se enlazan a antigenos especificos. Estan estructurados

por una cadena liviana y una pesada.

Hay 5 clases de inmunoglobulinas, segun el tipo de cadena pesada: IgG, IgA, IgM,

IgE e IgD.

lgG: producida durante la respuesta inmune secundaria, es la Unica
inmunoglobulina con actividad antitéxica, muchas células (monocitos/macrofagos,
células B, células NK y algunas células T) expresan éstas moléculas en su
superficie las cuales enlazan IgG a través de su regidén Fc, éstos receptores son
los conocidos como Receptores Fc, que en los macrofagos permiten hacerlos

especificos a la fagocitosis de determinados antigenos.

IgM: es el principal anticuerpo producido durante la respuesta inmune primaria,

presente en la sangre y en las paredes de células B principalmente.

IgA: es el anticuerpo principal especifico, secretado a la membrana mucosa donde

se encuentra como dimero.

IgD: indica la maduracién y diferenciacién de una célula clase B, esta enlazado a
la respuesta humoral, interfiere con la replicacién viral, mantiene las células B de

memoria y esta relacionado con TNF, IL-1B y IL-1.
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IgE: presentes en los mastocitos que se desgranulan al activarse ésta, teniendo
como consecuencia la liberacion de histamina durante reacciones alérgicas,
también estan presentes en infecciones por helmintos, por lo que se sabe que

actuan sobre basoéfilos.

Receptor de células T
Se enlaza particularmente a anticuerpos especificos. Posee 2 dominios
extracelulares, uno constante y uno variable con secciones de unién (J)

intermedias, cola citoplasmatica corta y una region transmembrana.

Sus regiones variables de cadenas alfa y beta juntas forman el sitio de enlace
antigénico del receptor. Se sugiere que tiene forma de hoja beta plegada como en
las regiones variables de moléculas MHC. En el dominio variable, las 3 regiones

hipervariables estan envueltas en el enlace antigénico.

Receptor de células NK:

Las células NK matan células tumorales y células infectadas por virus, trabajan por
medio del reconocimiento de antigenos especificos: Las células asesinas de
receptor inmunoglobulina KIR® (Ig transmembrana), y las transcriptoras de
inmunoglobulina ILT S, estas parecen identificarse con el péptido presente en las

moléculas MHC clase | de la célula objetivo.

“KIR abreviatura del inglés The killer cell iglike receptor.
SILT abreviatura del inglés Iglike transcripts.



24

3.3 Respuesta Inmune

Existe una clasificacion importante para comprender la reaccion inmunoldgica del
cuerpo ante la invasiéon por VIH. El Sistema Inmune Innato que como lo indica su
nombre viene como producto de la herencia de codigo genético propio de cada
individuo, y el Sistema Inmune Adquirido que se basa en un sistema avanzado de
inmunidad especifica que se obtiene producto del reconocimiento estructural de

los antigenos que estimulan respuestas especificas.

La inmunidad innata en contraste tiene una alta velocidad de respuesta inmune,

carece de memoria y se basa en un sistema de reconocimiento general.

El vinculo entre sistema inmune innato y adquirido son las células dendriticas,
macrofagos y células T que son quienes dirigen una respuesta inmune

determinada.
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A continuacién se presenta una tabla esquematica que ubica los diferentes tipos

de células que componen el sistema inmunitario humano.

Sistema Inmune Innato

Sistema Inmune Adquirido

Células dendriticas
Macréfagos

Neutrofilos

Células Natural Killer
Células Dendriticas Plasmocitoides
(PDC’s)

Células CD 8 No toxicas
Células B-1

Factores Solubles
Citocinas

Quimiocinas

Defensinas
Complemento

Proteinas Unidas a Lectina (Colectinas)

Fiebre (fase aguda)

Células Dendriticas
Macréfagos

Linfocitos B

Linfocitos CD4+

Linfocitos CD8+ (citotéxicas)
Factores Solubles

Citocinas (IL-12).

Tabla extraida de Levy J.A. (2003) (54).

Durante la respuesta inmune provocada por VIH, cada uno de los elementos que

componen el sistema inmune juega un papel:
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Factores del Paciente Asociados a Resistencia y-o Progresion de la Infeccion por VIH (27)

Inmunidad Celular

Efectos sobre la transmision y progresion de
la enfermedad

Células T citotoxicas

Eliminan viriones y células infectadas, papel
prominente en el control de la viremia, retraso en
la progresiéon de la enfermedad y quizés,
prevencion de la enfermedad.

T CD8+

Factores Solubles derivados de células

MIP-1a, MIP-1B, RANTES, SDF-1, IL-16, inhiben
la replicacion de VIH de una manera no citotéxica.

Respuestas T-helper

La preservacion de ésta respuesta podria ser vital
para la preservacion de la respuesta CTL.

Inmunidad Humoral

Prevencién y control de progresion de la
enfermedad

Factores Locales:

- ETS y citocinas

-Podrian elevar la regulacion de replicacion de
VIH.

- CTLy anticuerpos

- Prevencion de transmision y Prevencion de
enfermedad.

- Células dendriticas

Facilitan la infeccion de células T por captura y
transporte de VIH a Nodulos Linfaticos y células T
activadas.

Receptores de Quimiocinas

Deleccion de CCR5-A32

Homocigosis asociada con  susceptibilidad
disminuida de la Infeccion por cepas R5.

Heterocigosis asociada con progresion de la
enfermedad retardada.

Mutacion CCR2-V641

Heterocigosis asociada con progresion de la
enfermedad retardada.

Polimorfismo del promotor CCR5

Homocigocis del polimorfismo 59029-G se asocia
con una progresidbn mas lenta y la homocigocis
59356-T a transmision perinatal aumentada.

Quimiocinas

SDF-1-3'A*

Homocigosis podria estar asociada con una
progresion retardada de la enfermedad.

Otros Factores Genéticos

Alelos HLA

Ciertos alelos estan asociados con diferentes
susceptibilidades a la infeccién y progresion de la
enfermedad.

IL10 -5°A

Acelera la progresion a SIDA

* SDF-1 Stromall cell derived Factor - 1.
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3.3.1 Células Dendriticas

Junto con células B y Macrofagos, las células dendriticas son las principales
células que reportan antigenos. Las células dendriticas son quienes se encuentran
con mayor facilidad en la periferia del sistema circulatorio y entre el tracto
respiratorio, tejido mucoso del intestino y piel, es por esto que son éstas células de
las primeras en tener contacto directo con VIH (55, 56). La funcidon de estas
células es tomar antigenos extranos y posteriormente los llevan a los tejidos
linfoides en donde activan células T especificas contra el antigeno que ellas

presentan.

Las ceélulas de Langerhans son células dendriticas inmaduras que solo tienen

capacidad para tomar antigenos extranos (57).

3.3.2 Interaccion CD y células B/T

Como las células dendriticas (CD) toman antigenos y los presentan en el tejido
linfoide, las células B son activadas directamente por la presentacién del antigeno

mediante la union a un receptor en la célula B (58).

En cambio, las células T para ser activadas necesitan del procesamiento por parte
de la célula dendritica, esta presenta péptidos antigénicos a la célula T con lo cual
esta puede activarse por medio de un receptor T que se enlaza a este péptido:
» moléculas MHC clase | se expresan sobre la superficie de células
dendriticas para la activacién de células T CD8 o al péptido; (59).

« moléculas MHC clase Il, para activar CD4+ T (60, 61).
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Las CD también activan células T mediante citocinas como IL-12 que activan
células T,1 (una variedad de células T que se explicara posteriormente) y células

Natural Killer (NK) (62).

Las células dendriticas producen un lectina tipo C como “SENAL” que promueve
el enganche de las células T, esta “SENAL” es producida para la mayoria de los
Lentivirus y también se adhiere a VIH por medio de la interaccidn directa de gp120
con carbohidratos de la lectina.

Cuando la célula dendritica lleva VIH-1 consigo al tejido linfoide que es donde se
produce la activacion de los linfocitos, VIH puede infectar todas las células TCD4+

residentes.
3.3.3 Tejido Linfatico como sitio de replicacion viral

Una vez el virus queda atrapado por las células dendriticas foliculares y el tejido

linfoide, éste ha garantizado su reservorio permanente de infeccion.

Durante la fase primaria de la infeccién, VIH se replica rapidamente teniendo como
objetivo principal a Macrofagos y células TCD4+, el cuerpo tarda unos dias en
presentar su primera reacciéon inmune, pero para entonces el virus ya se ha
radicado en el tejido linfoide, el cual sera su principal sitio de replicacion. La
presencia de viriones en las células dendriticas foliculares y la produccién de
citocinas como IL-1, IL-6 y TNFa (Tumor Necrosis Factor alfa) inducen NFkB
(Nuclear Factor kappa B) el cual se enlaza al LTR de VIH-1 (ver secciones del

genoma viral) para promover la trascripcién viral (65- 70).
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Se ha demostrado que los pacientes que reciben tratamiento retroviral temprano
disminuyen el potencial de produccién de virus en el tejido linfoide, teniendo como
resultado un descenso dramatico de carga viral en el plasma y ademas una

progresion mucho mas lenta de la destruccidn del tejido linfoide (71- 73).

3.3.4 El sistema HLA y la respuesta inmune a VIH

Como se explicé el Complejo de Histocompatibilidad Mayor (MHC) son el grupo de

genes que generan Antigenos Leucociticos Humanos (HLA).

MHC-I genera moléculas de reconocimiento HLA para todas las células nucleadas.
MHC-1I genera moléculas de reconocimiento HLA para las células del sistema

inmune particularmente.

MHC-I genera tres loci: A, By C, y cada loci tiene varios alelos diferentes y tienen

una parte derivada de la herencia genética.

MHC-II genera tres loci humanos: DR, DP y DQ y cada uno tiene secciones o y .

Células T CD8+ reconocen sus péptidos (antigénicos) en contexto con las
molécula HLA clase | que encuentran sobre las células presentadoras de antigeno,
a su vez las células T CD4+ requieren la presentacién de péptidos antigénicos

relativos a moléculas MHC clase II.

Las moléculas MHC clase | presentes en células T CD8+ estan directamente
relacionadas con el tiempo de desarrollo a SIDA en los pacientes infectados.

Estudios recientes han demostrado que HLA B14, B27, B51, B57 Y C8 estan
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asociados con un lento desarrollo de la enfermedad, mientras que HLA A23, B37

y B49 estan asociados con un rapido desarrollo de la enfermedad (74).

Al parecer las familias de HLA como B57 tienen una accion directa contra péptidos
de VIH, puesto que cuando estan presentes estas moléculas, las células
citotoxicas controlan mejor la relacion de carga viral en el plasma sanguineo, por
lo cual el virus se ve forzado a mutar en gag para evadir la respuesta de las

células citotoxicas (75, 76, 186).

La actividad de NK también ha sido reportada como regulada por receptores KIR
(MHC clase | - Killer cell Immunoglobulin like Receptors), por lo que la actividad de

células NK indica una relevante funcion en la inmunidad VIH (77- 78).

Por otra parte las células T CD4+ juegan un rol preponderante en la activacién de
una respuesta inmune especifica a través del reconocimiento de los péptidos
antigénicos MHC clase I, al parecer la identificacibn de alelos favorables y
desfavorables de MHC clase Il es menos eficiente que la identificacion de MHC

clase | (79).

3.3.5 La respuesta inmune celular VIH-especifica

Las células citotdxicas estadn disefiadas para reconocer células infectadas por
virus, estas son las células que se encargan de la proteccién durante la infeccién
primaria, actualmente se desarrollan investigaciones que comprueben la relacion
que existe entre una progresién lenta y una rapida de la enfermedad. Hasta ahora,
se ha evidenciado que esto es relativo a la capacidad de reconocimiento o

desconocimiento de los alelos HLA (80- 81).
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En un principio el virus comienza a ser destruido por las células citotoxicas
especificas. En pacientes que se encuentran en la infeccién primaria el nivel de
células citotoxicas es altisimo, y esta relacionado con el descenso brusco del virus
en la sangre. Sin embargo, el virus realiza mutaciones de escape y cambia sus
alelos de reconocimiento (cambio en epitopos especificos del HLA como B27 que
se explicé anteriormente). Estas mutaciones estan relacionadas con la progresién
de la enfermedad, a mas temprana mutacién, mas temprano sera el desarrollo a

SIDA.

Esto se encuentra ligado con las cepas presentes en la infecciébn primaria (cepa
R5), lo cual indica una movilidad del tropismo viral en su habilidad para infectar
células T, puesto que en la fase primaria y crdnica de la enfermedad se producen
en alto numero la cepa R5 que infecta CD, macréfagos y células T que expresan
en alto porcentaje el correceptor CCR5 y en bajo porcentaje CXCR4, (83, 84)
probablemente por el hecho de que éstas células son las que se encuentran
presentes en forma abundante en los genitales, tejido linfoide e intestino,
desarrollando con gran éxito su infeccién. En esta fase el cuerpo presenta la
quimiocina SDF-1 que reprime la replicacién de la cepa X4.

En la fase tardia aparece la cepa X4 replicandose exitosamente contra linfocitos T

CD4+ provocando una pérdida abrupta de los mismos (85).

Al cambiar de objetivo primario (replicando cepas X4 y no R5) el virus no sélo
evade las respuesta inmune MHC clase I, sino que también se comporta de forma

estratégica puesto que, los pacientes con enfermedad avanzada (que han
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superado la infeccién primaria), empiezan a perder rapidamente linfocitos TCD4 y

con esto capacidad para activar una respuesta inmune especifica.

Las células citotoxicas remarcan su habilidad destructora especifica, por la

habilidad de producir interferones y y FNTa.

Otro factor asociado a la infeccidén por VIH es la alta presencia de receptores PD-1
en células T CD4 y CD8, y del CTLA-4 sobre las células T CD4 especificas de
VIH-1 estan ligadas a una disfuncion inmune reversible, por la disminucion de las
citocinas, que estan relacionas con la produccién de células T CD8. Traumann
(2006) demostrd que bloqueando la via de los receptores PD-1 en ratones, se
elevaba la produccion de células TCD8, quimiocinas y citocinas, obteniendo como

resultado una disminucion de virus de coriomeningitis linfocitica (86, 87).

Ademas, la proteina nef puede regular los antigenos HLA clase | y contraatacar
provocando respuesta de reconocimiento de las células citotdxicas especificas.
Particularmente las células citotéxicas de pacientes con VIH-1 presentan una capa

de perforina y un fenotipo inmaduro (88, 89).

Las células T CD8 también pueden ser infectadas (90), aunque no se sabe si
también las células T CD8 VIH-1 especificas. No esta claro en qué momento
células T CD8 expresan el receptor CD4, ni las quimiocinas responsables de la
activaciéon, tampoco los correceptores utilizados por VIH-1 en estas células (90,

91).
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3.3.6 La respuesta inmune T,1/T,,2

Segun la sintesis de citocinas, las células T CD4+ pueden ser T,1 o T,2. Las
células T CD4+ T,1 producen interleucina-2 (IL-2) e interferones gama (IFNy), los
cuales representan las citocinas que soportan las funciones efectoras del sistema

inmune (células citotoxicas, Natural Killers, macréfagos) (92).

Células T CD4+ T,2 producen principalmente IL-4, IL-10, IL-5 e IL-6, las cuales
favorecen el desarrollo de respuesta inmune humoral. Aunque la secrecién de
interleucinas no necesariamente esta ligada a la presencia de virus, bien se ha

demostrado su presencia como reaccion a otras particulas extranas.

3.3.7 Respuesta inmune humoral especifica a VIH-1

La inmunidad humoral que es la primera respuesta del cuerpo contra un antigeno,
se basa en el ataque al antigeno no por células de defensa, sino por anticuerpos
secretados por estas células. Son las células B quienes se encargan de esta
primera reaccidn, pero para ser activadas necesitan unirse a linfocitos T
especificos que reclutan a la célula B mediante el intercambio de citocinas.
Posteriormente las células B, hébiles para producir anticuerpos IgM, maduran
desarrollando éstas capacidad para atacar directamente al antigeno,
diferencidndose entonces de las otras células B. Las células B remanentes seran

las células B de memoria.

Se ha demostrado que existen individuos expuestos no-infectados por VIH-1, y el

factor comun en éstos es la presencia de una fuerte respuesta humoral, como
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anticuerpos anti-p24, persistencia de anticuerpos neutralizantes contra virus
primarios y antdlogos, y un vasto componente de anticuerpos de los epitopos

gp120 (93, 94).

Un problema es la resistencia desarrollada por los virus, asi que para el tiempo
que tarda el cuerpo en desarrollar y expandir un anticuerpo especifico, VIH

generalmente ya ha creado una consecuente respuesta para evadir el ataque.

Otros estudios muy interesantes han demostrado la presencia en la mucosa de
algunos pacientes en la cual prevalecen anticuerpos especificos contra el VIH no
como IgG sistémica, sino IgA, consecuentemente VIH no infecta exitosamente al
individuo. La presencia de IgA en la mucosa de prostitutas seropositivas de Kenya
demostré que 76% no se infecté con VIH-1 a pesar de haber entrado en contacto
con individuos infectados, el otro 24% de las mujeres seropositivas expuestas no
reporto el anticuerpo IgA. Sin embargo estudios in vitro demostraron que a pesar
de la presencia de IgA puede ocurrir infeccidén, lo que supone que debe haber
otros factores en los individuos seropositivos que previno su infeccion. Ademas los
estudios directos de IgG e IgA especificos en mucosas vaginales no mostraron

una relacion directa de inhibicion en la replicacion del virus (95- 97).
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orel VIH
Progresores Rapidos:

DRS.

DRB1*0702+DQA1*0201, DR13,
ENI (Expuestos y No Infectados)
A2, A28, DR13

Asociacién de la HLA con Resistencia y-o Progresion de la Enfermedad

A1, A9, A11, A23, A24, A28+ TAP2.3, A29A TAP2.2, B8+ DR3, B35+ cw4, DR2,

Progresores Lentos y LTNP (No Progresor a Largo Plazo):
A9, A25+ TAP2.1, A26, A22, B5, B14, B18, B27, B57, Bw4, DR5, DR6, DR7,

Datos aportados por Westby et a/ (1996) (98).

Gréfica No.4

Esquema de Moléculas clase I y clase II del MHC

MHC clase I:
Todas las células Nucleadas

C

MHC clase IT:
Células B
APC's
Macrofagos

APC: Célula presentadora de antigeno.

Gréfico extraido y traducido de Ibarra (2004) (25).
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3.3.8 Componentes Solubles Anti VIH de la Inmunidad Innata

Lectinas Unidas a Manosa (MBL s"): su funcién es unirse al VIH con el fin de

lisarlo, provocando su inactivacion y su facilidad para fagocitarlo (99).

Proteinas del Sistema de Complemento (C): sirven como opsonina para la

fagocitosis del virus y también sirve como inactivador.

Secrecién de Quimiocinas Contra VIH: quimiocinas SDF-1, RANTES,
MIP-1a, MIP-1 son las responsables de interferir in vitro con la entrada de VIH. El
mecanismo utilizado es el bloqueo de los correceptores CXCR4 y CCR5 que como

son fundamentales para la entrada del virus.

En el caso de SDF-1 (CXCL12) ocasiona inhibicion por impedimento estérico al
entrar en competencia con gp120 de VIH-1, pues este es el ligando natural de
CXCRA4. El ligando natural de CCR5 es CCL5 (RANTES) y una vez unido a CCR5

esconde el correceptor por internalizacion en la membrana (24, 100, 101).

Citocinas: responsables de la comunicacién célula - célula durante la infeccién

de un hospedero. Regulan la intensidad y duracién de la respuesta inmune.

Interferones: son tipos de proteinas de la clase de glicoproteinas como
citocinas. Su mecanismo de accion es una respuesta de las células que han sido

infectadas.

» MLB's abreviatura del ingles Mannose Binding Lectins.
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Existen tres tipos de interferones Alfa, gamma, lambda, de los cuales el alfa es el
mas amplio con catorce isoformas diferentes, y para ejemplificar la forma en que
actuan los interferones se detalla el mecanismo de accion de interferones alfa:
estos son secretados por las células infectadas por virus, recibidos por receptores
especificos en células sanas, cuya sefal viaja al nlicleo donde se activan la
reproduccién de proteinas especificas indicadas por el interferén. Regularmente
estas proteinas tienen como objeto detener la replicacion del virus una vez que
éste entra en la célula. Para conseguirlo puede ocurrir de dos maneras, una es
induciendo la muerte de la célula que ha sido infectada, la otra es generando
proteinas que bloqueen la replicacion del virus cuando la célula sana es infectada.
Sin embargo la respuesta de los virus ante los interferones en varios casos es

liberar proteinas que neutralizan a estos.

Otras de las reacciones generadas por interferones son:
* Apoptosis (induccidén de la muerte celular programada o “suicidio celular”).
» Activacion de células Natural Killers.

» Simulaciéon de moléculas MHC clase | sobre la membrana de células T.

Los interferones fueron descubiertos en 1957, y hasta 1980 se empezaron a
producir de forma accesible mediante recombinacion de ADN en bacterias, lo que
ha hecho posible su utilizacidon en el tratamiento de algunas enfermedades como

la esclerosis. Tienen efectos secundarios que semejan el catarro (27, 102- 104).

Proteinas APOBEC3 ( Apolipoprotein B mRNA-editing enzyme, catalytic
polypeptide-like 3 proteins): enzimas generadas contra retro virus por humanos y

animales, son parte del Sistema Inmune Innato, como un tipo de interferén que
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puede interferir con la replicacion de VIH. Lo hacen por induccién de la

degradacion de deoxicitidina a deoxiuridina durante la trascripcion reversa.

Existen dos tipos activos de APOBECS contra VIH-1: APOBEC3F y APOBEC3G
los cuales se incorporan dentro de los viriones durante el ensamblaje de los
mismos y se activan durante la mencionada transcripcion. A su vez, APOBEC3 es
la enzima sobre la cual actia la proteina Vif de VIH-1 generada con el propésito

exclusive de neutralizar APOBECSF (105- 108).

3.4 Descripcion del Virus

3.4.1 Estructura del Virién

El VIH es de la familia de los lentivirus de los Retrovirus. El viribn mide unos
80-100nm y es de forma icosahédrica. Su estructura estd compuesta de una

membrana de envoltura y una nucleocapside (109- 111).

En la membrana de envoltura se encuentra la glicoproteina (gp) 120. Esta es una
gp extra membrana que se encuentra unida en realidad a gp41. La que a su vez
gp41 esta inserta en la membrana bilipidica y la atraviesa. EI C terminal de gp41

esta unido a la matriz interna del virién (112).

Gp160 es parte de la membrana que da estructura al viribn, es la proteina que se
forma por el gen envy da origen a gp120 y gp41. Se compone de 72 complejos
glucoproteicos constituidos cada uno por trimeros de env gp; su estructura se

forma en la membrana de la célula huésped, la cual durante la replicacion del
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virus, se modifica integrando a gp160 formando gp41 y gp120. Ademas, en la
membrana del viribn se encuentran frecuentemente otras proteinas, y azucares

pertenecientes al huésped que le dio origen (113- 114).

En la parte interna del virién se encuentra la Proteina Asociada de Membrana que
es la Matriz (proteina 17 o p17) donde se encuentra la capside’ que esta formada
por p24 contiene a su vez dos hebras de ARN idénticas, un primer de ARN y
algunas enzimas primordiales para la replicacion: Proteasa (PR), Transcriptasa

Reversa (TR), Integrasa (IN), ARNasa H (24, 25, 115).
3.4.2 Estructura Gendmica

VIH puede estar en dos formas, una extracelular que se conoce como virién, y una

intracelular que se conoce como provirus.

El genoma del virién se caracteriza por ser dos hebras idénticas de ARN, mientras
que cuando es provirus, se identifican dos cadenas de ADN integradas en el
genoma celular. Dichas cadenas se ven rodeadas por repeticiones terminales

largas.

Los genes codificadores de proteinas se dividen a su vez en:
» Estructurales
* Reguladores

e Accesorios o auxiliares

“Capside: traduccién del inglés asignada al termino core shell.
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Gréfica No.5

gp120
Capa Lipidica

gp41 \
Proteinas provinienteM' ' 8 / |
célula huesped k 1 Matriz

Antigénica p17

Integrasa

Antigeno de
cubierta p24

I

Estructura de VIH

RNA -VIH

Transcriptasa
Reversa

Estructura genética:
El gen gag)K:
Codifica precursores para las proteinas de la capside del virion: matriz,
capside, p2, nucleocapside, p1 and p6.
El gen pol "
Codifica precursores para distintas enzimas como:
Proteasa (PR)
Retrotranscriptasa (RT)
RNasa H
Integrasa (IN)

3
El gen evn ™:

* gag: abreviatura del anglo group specific antigen
"pol: abreviatura del anglo polymerase.
> env: abreviatura del anglo envelope.
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Codifica precursores para proteinas de envoltura:

gp41
gp120

Genes Reguladores:
Transactivador transcripcional (tat)
Regulador de la expresion viral (rev)
La funcién de estos genes es codificar proteinas que sirven durante la
replicacion del virus en la célula y no aparecen en el viridn (al igual que nef que se

explica mas adelante).

. . £
Genes Accesorios o Auxiliares™:
Para una replicacién in Vitro estos genes no son necesarios, pero para una

replicacion /n Vivo determinan la patogenicidad, ellos son:

o vif

* vpr
* Vvpu
* nef

Secuencias No Codificadoras:
R Repetir secuencia.
U3 Secuencia Unica a 3’ fin del genoma

U5 Secuencia Unica a 5 fin del genoma

£ Genes Auxiliares: Sus nombres provienen de las siguientes abreviaturas del anglo: Vif:
virion infectivity factor; vpr: viral protein R; vpu: viral protein U; nef: negative
regulatory factor.
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Dominios a 5 fin del genoma:

TAR elemento de respuesta trans - activante

Poly-A sefal de poliadenilacion

PBS Sitio del enlace del primer

DIS Sitio de inicio de dimerizacién (Implicado en la formacién del segmento del
complejo de contacto)

SD Sitio donante del empalme

Psi (g) Parte principal de la sefial de empaque

AUG Comenzar codon del gen gag.
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Gréafica No. 6
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Esquema estructural genético de VIH (116- 119, 186).
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3.5 Descripcién del Ciclo de Replicacion del Virus

Dentro del ciclo de replicacion del VIH se pueden distinguir varias fases: A)
adherencia, fusién e internalizacién del virién, B) trascripcion inversa e integracion,
latencia, expresién temprana de genes reguladores, C) expresién tardia de genes

estructurales y enzimaticos, D) morfogénesis y salida del virién.

Una vez el virus VIH-1 se ha introducido en el sistema sanguineo por cualquiera
de los mecanismos de infeccidn, el ciclo de activacion comienza la fase inicial una
vez que este se encuentra con cualquier tipo de célula que exprese en su
superficie el antigeno CD4 que es una inmunoglobulina de 55 KD extramembrana,
presente principalmente en linfocitos T CD4 pero también en células dendriticas,
macréfagos, monocitos, células de microglia y células de Langerhans, de la

mucosa rectal, vaginal e intestinal (27, 112, 120, 121).

Sin embargo, el virus necesita ademas de CD4 a otro correceptor, que en general
debe tener siete dominios de transmembrana, de los cuales los mas comunes son
las familias CC y CXC, particularmente CCR5 y CXCR4. Las diferentes cepas
discriminan entre diferentes correceptores, todas infectan células T de memoria y

todas excepto R5 infectan células nativas T:

- Cepa R5 utiliza CCR5 (M- trépico o monocitotropico o No Inductores de
Sincitios -NSI-)

- Cepa X4 utiliza CXCR4 (T- trépicos o células T tropico o Inductores de
Sincitios -Sl)

- Cepa R5X4 utiliza ambos (Dual tropicos)
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De cualquier manera la nomenclatura M, T y dual trépico se volvié confusa cuando
se demostré que M-tropicos algunas veces infectaba T-trépicos y formaba
sincitios. Ademas otros correceptores (con no tanta preeminencia) han sido
reportados por otros autores: CCR3, CCR2, CCR8, CCR9, STRL33 (124-126),
Gpr 15, Gpr 1, APJ y ChemR23, fueron identificados como utilizados por algunos
VIH aislados (122, 123). Otros reportes extraordinarios relatan infecciones en

células en ausencia de CD4 y en células CD8+ (127).

Al contactar gp120 con CD4 ocurren cambios dramaticos en la estructura
conformacional de gp120 para dar paso a la reaccién del segmento V3 en gp120
con el correceptor respectivo; inmediatamente se descubre gp41 que es una
proteina extracelular de VIH que se encuentra debajo de gp120 y que es la
encargada de cambiar la estructura insertando gp41 su NH,, terminal de su seccién
T20 en la membrana celular de la célula atacada. Aqui ha comenzado la fijacion y
lo que ocurre a continuacion es la fusion de la membrana viral y del huésped para
que el virus pueda inyectar inmediatamente la capside en la célula, incluyendo vpr,

RT, IN.

Una vez dentro la Transcriptasa Reversa (enzima celular) se crea a partir del
tRNA"*? viral una copia de ADN, formandose un hibrido ADN/ARN, posterior a lo
cual el ARN se degenera y el ADN fabrica su segunda hebra (128- 129).

Continda la insercion del ADN proviral en el interior del ndcleo, en dicha insercion
interviene la integrasa y como parte del complejo de pre - integracion: vpr e IN

(130- 131).
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Una vez inserto el ADN viral en el ADN celular, ha adquirido su forma provirus,
esta es la forma latente de virus que sirve como importante reservorio de la
enfermedad, en determinado momento este ADN busca la replicacion donde
interviene pol (polimerasa) cuyas enzimas se encargan de producir mARN viral
que viene del ADN proviral. En la primera fase se sintetizan las proteinas Tat, Rev
y Nef, que inicialmente se creyé que eran inhibidores de la replicacion, pero

posteriormente se encontré que eran simuladores de la replicacion.

Nef reduce la expresion de CD4 eliminando la via de produccion de éste y ademas
elimina todas las expresiones de proteinas MHC clase | y clase Il presentes en la
membrana (132- 135). Estos cambios permiten a la célula infectada no ser

destruida por el sistema inmune.

Tat y Rev a su vez funcionan como ordenadores de la trascripcion de las proteinas
del virién por lo que son parte de las proteinas sintetizadas en la fase temprana de

la replicacién (136- 139).

En la segunda fase (o fase tardia) se sintetizan las proteinas que iran dentro de la
envoltura de la capside viral: Gag, Pol y Env, el ARN del viridon sera el mismo que

se usoO para la fabricacion de las proteinas.

Gag y Pol, (genes precursores de la capside, MA, p6, etc.) son enviadas a los
ribosomas para su replicacion, lo cual resulta en poliproteinas que deben ser

cortadas aun en fragmentos (140- 142).
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Env y vpu son trasladadas al reticulo endoplasmico, donde trimeros de env se
glicosilan altamente hasta alcanzar unos 160 KD, éstos trimeros se envian al
aparto de Golgi donde formaran gp41 y gp120, el enganche es llevado a cabo por

la furina, una proteasa que se encuentra en el mismo aparato de Golgi.

Vpu servira para realzar las particulas virales en la membrana plasmatica asi que
después de ser replicado en el reticulo endoplasmico, viaja a la membrana
citoplasmica y ayudara también a eliminar la expresion CD4 de la superficie de

membrana (143- 144).

Las proteinas virales restantes (Vif, Vpr, Vpu y Env) son traducidas sobre

ribosomas libres, Vif y Vpr desde ARNs simple traslapado.
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Gréfica No. 7
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Expresion tardia de los genes de HIV-1.Vpu y Env son trasladados de un hebra simple de RNA en el reticulo en-
doplasmico. Las regiones insertas muestran el traslado de Vpu y En v de un mRNA bicistriénico. Env es sinte-
tikzado cuando el codon vpu comienza a ser leido durante el escaneo. Las proteinas remanentes son traslada-
das sobre los ribosomas libres: Vif y Vpr son empalmes simples de RNA y Gag y Gag-Pol son empalmados del
RNAs genomico largo.

Posterior a la fabricacién del material progenie viral solamente falta el ensamble, el
cual ocurre en el mismo citoplasma, los ARNs progenie y el t-ARN"*° se unen, a lo
cual siguen Nef, gag y gag-Pol con extremos de grupos miristilo que provocan el
enganche a la membrana citoplasmica que ya ha sido preparada con Vpu, y las
proteinas de Env. Vif se une a la proteina APOBEC3 previniendo su intromision en
el virion, APOBEC3 es secretada por la célula hospedera con el objetivo de
eliminar la replicacion del virus provocando la descomposicion del mismo. Parte

de Vif se incorpora en el virién (145- 146).
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El nuevo viribn se envuelve entonces en la membrana citoplasmica preparada
danando la célula hospedero, por lo que la salida del resto de viriones terminara

provocando la muerte de la célula (24,25, 147- 148).
3.6 Interaccién Primaria del VIH con un linfocito CD4

A continuacion se explicara en detalle las secciones de gp120 en VIH que entran
en contacto con CD4 desde el primer encuentro linfocito - virus hasta la fusién de

las membranas de ambos.

Gp120 se compone de 5 regiones variables y 5 regiones constantes, de las cuales
las regiones variables forman un segmento externo de gp120 mientras que las

secciones constantes forman su nacleo (149).

Experimentos termodinamicos demuestran liberacién de energia en el primer
contacto de gp120 - CD4 y el 23 % de esta energia esta asociada a la reaccion
que sufre la fenilalanina-43 de CD4 que queda inserta en la llamada cavidad
phe-43 y es al parecer el Gnico aminoécido que se liga en esta cavidad. Este
espacio se forma al quedar cubierta una seccion en CD4 por el dominio interno
(formado por el sistema v1/v2) y la hoja puente en una secuencia de reaccion
rapida que precede a la lenta que se compone del subsiguiente reordenamiento
estructural que se explicara a continuacion. Cristalografia de rayos X muestra que
la cavidad Phe-43 se adentra profundamente en gp120 y esta llena de agua, y es
el enlace principal de gp120 a CD4. Ademas Asp- 368 de gp120 forma un puente
salino con Arg-59 de CD4 (150).
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Kwong et al. y Madani et al. han demostrado que el encuentro de las secciones de
gp120 y CD4 esta guiado por fuerzas de Van Der Walls, enlaces de puente de
hidrogeno y fuerzas electrostaticas, las cuales ubican las secciones de carga
positiva de CD4 en sus regiones V1 y V2, con las secciones de carga negativa

presentes en gp120 (151, 152).

Simultdneamente al contacto inicial de gp120, la seccion B3 - B5 en el mismo
gp120 comienza a ordenar su conformacion estructural como un pivote de cadena

que se extiende abriendo epitopos para el correceptor, CXCR5 o CCRA4.

Se ha descrito que gp120 al desplegarse descubre epitopos CD4i (CD4 inducidos)
en los cuales pueden reaccionar anticuerpos monoclonales especificos (MAb’s 6).
MAb’s para epitopos en gp120 reportados son 17b, 48d, b12 y 2G12. Al mostrar
estos epitopos también se realza la exposicidén de las regiones V1V2y V3, V3 es
la regidn que entra en contacto con su correceptor, esto a su vez permite la
exposicion de la region HR1 en gp41 lo cual conlleva a la consecuente disociacion

entre gp120 y gp41.

Como se ha indicado, gp120 esta conformado por dos dominios, uno interno y uno
externo que esta muy glicosilado, y se orientan ambos por una cadena cuadruple
de hoja B que conforma la hoja de enlace, la cual esta formada por dos horquillas1
B: una es la base de los segmentos variables V1 V2 del dominio interno (que se
conecta al correceptor) y la otra horquilla que se proyecta hacia el dominio externo

(que se conecta al receptor CD4).

¥ MAb's: Abreviatura del inglés Monoclonal Antibodies.
" horquillas: traduccion al espafiol acufiada al termino inglés harpin.
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3.6.1 Reaccidn de los correceptores

Una vez formado el complejo CD4-gp120, gp120 se arregla para entrar en
contacto con el correceptor usando sus secciones V1/V2 (que son parte de la hoja

B de enlace), C4 y V3 (153).

El correceptor que en su orden natural es un receptor de quimiocinas, esta
conformado por cuatro dominios de transmembrana y una seccién N- terminal

El sistema V1/V2 en gp120 es necesario para el contacto de gp120 con el
correceptor, pero es la seccidén V3 la que determina cual correceptor sera utilizado
y por ende el tipo de cepa VIH-1 R5 o X4 y la subfamilia se clasifica en base al uso

del correceptor.

Para el virus R5 el dominio N-terminal y el segundo segmento extracelular (ECL2)
del correceptor CCR5 son esenciales para su reconocimiento e interactian con la
corona del segmento V3. En cualquier caso para la cepa X4 solamente la seccién
ECL2 en CXCR4 parece ser esencial (154- 158).

Segun el reporte de Chin-Chin Huang (2007) estudios por Resonancia Magnética
Nuclear y Cristalografia de Rayos X identificaron una tirosina sulfatada en la regién
extremo N-terminal de CCR5 que resulta sumamente importante para el enlace de
gp120, particularmente esta tirosina es extrafia puesto que se trata de una tirosina
O-sulfatada (tys) la cual es reconocida por la region V3 de gp120. En CCR5 los
residuos de tirosinas estan en posiciones 3, 10, 14 y 15 y pueden estar O-
sulfatadas pero bastan los residuos sulfatados en 10 y 14 para facilitar dicha

interaccion.
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El trabajo de Chin-Chin Huang también permitié observar que la reaccion con el
correceptor CCR5 toma lugar con un acercamiento a gp120 desde la misma cara
que lo hace CD4 pero enlazandose a la region ortogonal al sincitio que toma CD4
mostrando la superficie de la hoja de enlace y el segmento V3, siendo los primeros
residuos de CCR5 Ser7 y Pro8 en entrar en contacto con V3, provocando que en
la hélice (residuos 9 al 15), Tys 10 interactie con el ndcleo (secciones constantes)
de gp120 y forme puentes salinos con Arg 327 de gp120, Asp 11 de CCR5 en
interaccién iénica con Arg 440 de gp120, Tys 14 es completamente secuestrada
para crear una grieta entre V3 y la hoja de enlace, y el anillo aromatico de Tyr 15

actua contra lle 439 de gp120 de la hoja de enlace (159).

Otros trabajos que comprueban el papel de CCRS durante la entrada del virus son

el de Wu, La Rosa et al. (1997) y el de Melikyan et al. (2007) (160 -161).

Por otra parte V4 y V5 de gp120 entran en contacto con CD4 y generan también
sincitios para anticuerpos, son regiones mucho mas constantes que V3, hasta
ahora se sabe que V3 es el sitio donde ocurre la clonacién de R5 a X4 volviéndose
habil para la infeccién de macréfagos y es V3 quién provoca diferencias esenciales

(aparte de gp41) entre los subtipos de VIH (162).

3.6.2 Arreglos del dominio interno:

Segun Rits-Volloch el segmento B3- B5 de gp120 ubicado entre V1/V2 y V3, esta
desordenado antes de unirse a CD4, y se ordena al contacto, antes esta ligado a
gp41 y posteriormente gp120 se desliga de él, B3- B5 esta conectado con el
segmento C-C y HR1 de gp41 esta es la union que existe entre gp120 y gp41
(153).
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Rits-Volloch también demostré que eliminado la seccion B3- 5 se debilitaba el
enlace CD4-gp120 y se bloqueaba la formacién del epitopo MAb 17b por lo que

probablemente también se bloquea la formacion del sitio del correceptor.

Gp120 si interactia con MAb b12 y 2G12 por lo que CD4 provoca arreglos en 3-

B5 y afecta a gp41 potenciando la fusiéon de la membrana (153).

3.6.3 Fusion de la membrana

Cambios en la estructura de gp41:
Hay serios cambios conformacionales en la glicoproteina gp41 que son iniciados
una vez que el complejo gp120-CD4-correceptor se ha formado, pero antes se

describira la compleja estructura que conforma a gp41.

Se ha demostrado mediante cristalografia de Rayos X que gp41, esta formada por
una estructura de hélices en seis segmentos y que cada uno de estos segmentos
estan formados por una cola central enrollada comprendida por tres regiones HR1
paralelas en contra de las cuales hay tres regiones HR2 empacadas en
orientacion antiparalela altercadas unas contra las otras. Cada region HR1 finaliza
en un segmento llamado Péptido de Fusion, este péptido a su vez termina en una
region N-terminal. Por su parte la region HR2 termina en una region
transmembrana C-terminal. Ambas regiones HR2 y HR1 estan unidas por una
region C - C (donde C significa cisteina) en un modelo no enlazado a la célula

hospedera, este modelo fue propuesto por Chen et al. en 2005 (163).
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El contacto del puente disulfuro en gp41 con gp120 ya habia sido evaluado en
estudios de mutagénesis por varios autores como Maerz et al. (2001), York et al.

(2004) y Jacobs (2005) (164- 166).

Sunghwan et al. (2008) expresa en su trabajo que actualmente solo se conoce la
conformacioén estructural exacta de gp41 en su estado post fusién, los demas
estados se han demostrado a través de pruebas indirectas. Se sabe que este
estado post fusion es precedido por una forma extendida (intermediaria de fusién)
y antes por otra forma comprimida (prefusion), Sunghwan en su trabajo trata de
encontrar la relacion de las diferencias entre la forma post y prefusion de gp41,
puesto que la forma post fusion es sumamente estable y sin embargo ambas son
muy parecidas, creando la pregunta ¢Qué evita que la forma prefusiéon de HR1 y

HR2 caiga en la estable forma de haz de seis post fusién? (167).

Sunghwan critica la falta de un claro entendimiento de la interaccion entre gp41-
gp120 y demuestra que las regiones V1/V2/V3 de gp120 no tienen importancia en
la interaccion con gp41, pero si la region C5 de gp120 que es estabilizada por la

region C1 en gp120 también.

La dificultad de evaluar las caracteristicas del complejo gp41 - gp120 tiene tres
aspectos:

1- La fragilidad de la conformacién nativa gp41 que inmediatamente busca la
formacién hélice de 6 (post fusion).

2- La naturaleza flexible de gp120 hace necesaria su remocién para analisis por

Cristalografia de Rayos X.
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3- La carencia de entendimiento de la interaccién real gp41-gp120 debido a que

los estudios por mutagénesis adulteran el estado nativo.

Sunghwan concluye que la region peptidica C es la que entra en contacto clave
con la regién C5 de gp120 manteniendo C5 secuestrada la regién peptidica C, y la
regidbn del enlace disulfuro ayuda a estabilizar éste enlace, el cual (enlace
disulfuro-region C5) se rompera por un reductor débil durante la formacién del haz
de 6 en la forma post fusion permitiendo desenlazarse C5 de la regién peptidica C,

terminando en la forma de post fusion (167).

En cuanto a la interaccién del Péptido de Fusién (FP) se sabe que es poco soluble
y que hasta la fecha existe una ausencia en sus estudios, igualmente es poco
comprendida la accion de la region N-terminal y su camino durante los cambios
conformacionales, solo se sabe que termina incrustada en la membrana celular,
aunque en esta revision se propone el modelo que desarroll6 Colman et al. (2003)

como mera referencia.

El otro contacto que tiene gp41 con gp120 es la regidn del péptido de fusion (que
termina en la region N Terminal) de gp41 que esta ubicada en una cavidad de
alojamiento en gp120 y que al arreglarse gp120 durante la formacion del complejo
gp120 - CD4 - correceptor, se descubre para ensartarse en la membrana de la

célula huésped. (Ver modelo propuesto por Colman et al. 2003) (168).

Al igual que todos los retrovirus VIH contiene en gp41 una estructura caracteristica
Cys-(X),,-Cys donde X es una region de largo variable, y los aminoacidos Cys

estan unidos por puentes disulfuro. Este segmento también permite la orientacién
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reversa de la cadena, la cual es necesaria para compactar las hélices HR2 en el
centro de la cola enrollada. Las dos hélices y los segmentos intermedios pueden
ser vistos como una pinza, una punta es el péptido de fusidén que se ensarta en la
membrana de la célula objetivo. Todo esto concuerda con el papel que
desempefian muchos residuos en la estabilidad del complejo de superficie/trans

membrana viral.

El actual modelo de fusidbn de membrana sugiere que la energia necesaria para la

fusion de las membranas proviene del cambio conformacional que sufre gp41.

Es necesario decir que durante la presente revision bibliografica se encontraron
varias propuestas que han tratado de explicar el mecanismo del cambio
conformacional que sufre gp41, el cual es complejo, y el movimiento exacto de
algunas partes aun permanecen sin esclarecer. Por ejemplo no se sabe como se
forman los puentes de hidrogeno en las regiones N y C terminales con la cola

central HR1 y HR2 antes detalladas (169- 171).
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Gréfica No.8
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a- Una representacién esquematica de la estructura de doble capa helicoidal de
la glicoproteina gp41 presente en VIH, la gréfica fue obtenida del trabajo de
Coleman et al. (2003) (168). Solamente es descrita una de las tres cadenas de la
estructura quimérica. Rectangulos representan la hélices «. La capa interna de las
varas esta formada por tres copias de segmentos 542-592 (en gris), en la capa
externa por los segmentos 608-665 (en negro). La estructura secundaria del
segmento que forma la capa externa es una hebra B de los residuos 608-627 y la
hélice a de los residuos 628 al 665. Las flechas verde y rojo representan el
Péptido de Fusion y el anclaje trans membrana respectivamente. Obsérvese que
en esta representacion la membrana es la membrana fusionada virus-célula.

b- Una representacién esquematica de un modelo propuesto para la estructura
meta-estable “prefusion” de gp120-gp41. Solamente una de las tres cadenas del
trimero es descrita. La construccion del enlace disulfuro es mostrada aqui como

una linea punteada roja. La hélice de la capa central se propone que termina en la
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glicina 572 y regresa a través del dominio gp120 donde el Péptido de fusion
(residuo 512-527 en rojo) es inserto en una cavidad en la estructura trimérica de
gp120. La séptima region repetida2 que es la regidon de residuos 628-665 no esta
estructurada (linea punteada amarilla), pero es atada a la membrana de anclaje

(residuos 684-705 en verde).

Grafica No.9
Ectodominio MSD Dominio Citoplasmico
A ‘ o
FP HR1 HR2
NH2 i — [T___JcooH
! I
C---C
HR1
B 1 [ |
VIH-1 561 AQQHLLQLTV WGIKQLQARI LAVERYLKDQ QLLGIWGCSG  KLICTTAVPW NASWSNKSLE 620

A- Organizacion esquematica de la glicoproteina de transmembrana.

FP, Péptido de Fusion; HR1 y HR2, N- y C-terminal regiones hélice; C—C,
Residuos Cys conservados con enlace disulfuro; MSD, dominio de abarcamiento
de membrana.

B- Secuencia parcial de gp41 de VIH-1. Numeracién correspondiente al precursor
de VIH-1 Env (residuos iniciales de gp41 a posicién 511).

Grafica extraida de Bar and Allison (2003) (170).

Al disociarse gp120 de gp41, gp41 sufre cambios conformacionales, el dominio N-
terminal de gp41 es expuesto mediante la extensién de HR1 y HR2 y es fijado a
través del Péptido de Fusion en la membrana celular (y la regién N-terminal), luego
gp41 se arregla provocando la contraccién de HR1 y HR2, formando un “haz de
hélice de seis” estable, el cual es critico para la fusién de las membranas celular y

viral. De hecho, las propiedades antivirales de las secuencias aminoacidicas de

2 séptima regidn repetida: traduccién de Heptead Region por sus siglas inglesas HR.
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HR1 y HR2 fueron tempranamente reconocidas en los 90, pues éste es el origen

de Enfurvirtide, la primera droga antiviral usada (172).

Al formarse el haz de hélice de seis, este cambio de energia libre genera la fuerza
necesaria para la formacién del poro de fusion inter membranas. Seguidamente se
expande dicho poro acuoso a través de las capas de ambas membranas,

permitiendo la inyeccién de la capside (168, 170, 171, 173).

Con la fusién de gp41, el correceptor y CD4 resultan en la neutralizacién del
trimero de enlace gp (proteinas de cubierta), esto reduce los requerimientos y
eficacia en el reconocimiento de anticuerpos neutralizantes haciendo efectiva la

infeccién.

Otras formas de evadir la respuesta inmune por parte de las glicoproteinas de
cubierta son una alta glicosilacion, variabilidad en la secuencia y proteccion
conformacional de epitopos envueltos en las proteinas de enlace de receptores
(174). Por ejemplo Barouch et al. (2003) demostré que la cepa SHIV86.6P evadia
una vacuna que induce inmunidad, por la mutacién de un solo aminoéacido en el

epitopo CTL p-11 en gag (175).

La flexibilidad de la glicoproteina 120 es otro factor que impide a los anticuerpos
especificos encontrar los epitopos importantes para la neutralizacién por lo que
otras vacunas van buscando generar anticuerpos que hagan fija gp120 y asi

facilitar el trabajo inmune del cuerpo (26, 163, 173, 176).
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3.7 Estudios Previos Sobre la Estructura de CD4

b . . .
CD4" es el receptor presente en los linfocitos T, CD4+. Este al igual que todos los
receptores T esta encargado de repuestas a senales intracelulares, en este caso

correspondientes al MHC II.

Entre otras funciones de este receptor se reconoce su interaccién con moléculas
de MHC clase |l mediante células presentadoras de antigeno, activacién de
células T y enlace a una gama de anticuerpos (177). En este estudio se trata con
interés prioritario las secciones que interaccionan con la glicoproteina gp120 de

VIH.

3.7.1 Estructura General:

CD4 es una cadena simple de 55-kilodaltons con 372 aminoéacidos en su dominio
extracelular que esta compuesto de cuatro inmunoglobulinas variables (V)
intercaladas por cuatro regiones de unién (J), 23 aminoacidos en su dominio de

transmembrana y 38 aminoacidos en el dominio citoplasmico.

Las cuatro inmunoglobulinas variables estan numeradas de 1 a 4 siendo 1 la mas
externa (de V1 a V4), ademas V1 esta compuesta por tres regiones

complementarias determinantes (CDR) (178).

En si el orden estructural que presenta CD4, segun fue descrito por Maddon et al.

(1986, 1987) (179, 180) es: V1-J1-V2-J2-V3-J3-V4-J4-TM-CYT, donde TM

® CD4: Cumulo de diferenciacion 4 o en inglés, cluster of differentation.
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significa proteina de transmembrana y CYT es la region citoplasmica (Gréfica

No.10).

Gréfica No.10
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Grafica No.10: esquema estructural del genoma de CD4: T4 secuencia
aminoacidica de CD4 humano, L3T4 secuencia aminoacidica de CD4 de ratdn. A
la derecha se encuentra el numero de posicion del aminoacido. V son las regiones
Variables, J son las regiones J de union. Las flechas horizontales cercanas a L3T4
marcan las areas comprendidas por cada regién. Las 6 cisteinas estan marcadas
por circulos, la primera por uno negro, la segunda por uno blanco. Las secciones
que forman conformaciones de cadena 3 estan marcadas por lineas punteadas.
Los intrones estan marcados por tridngulos negros, los sitios de glicosilacion de
enlace N estan encerrados en secciones punteadas y las igualdades entre ambas

secuencias estan marcadas por cajas que las encierran a ambas.

3.7.2 Secciones Estructurales de CD4 que interactuan con gp120

La regidén V1 es suficiente para la interaccién de gp120 de VIH con CD4, donde
CDR2 es la regién méas activa en la fusién con gp120, pero no la unica. Otros
estudios como el de Broder y Berger (1993) demostraron que en la region CDR3, 9
de 30 aminoacidos mostraron una reaccidn adversa en la union de CD4-gp120 por
medio de estudios de mutagénesis llegando a la conclusién de que la region no
era fundamental para la unibn con gp120 pero si probablemente para la
estabilidad del arreglo conformacional posterior que sufre el complejo gp120-CD4

aunque no se han encontrado evidencias de esto en esta revision (181).

Bowman et al. (1990) reconoce como importante la region de los residuos 42-55
que afectan el enlace con gp120 de VIH. Ademas las posiciones 29, 77-81 y 85
demuestran ser muy importantes en el analisis de escaneo por mutagénesis de

alanina (177).
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Brand, Srinivasan y Sodroski (1995) determinaron que la entrada de gp120 en
CDR2 de CD4 es trascendente en los residuos 40-60 siendo de critica importancia

la fenilalanina-43, lisina 46 y arginina 59 (182).

Prabakaran ef al. (2006) describe a CDR2 (llamado también H2) como una cadena
altamente pesada que carece de puentes de hidrogeno observando el total de su
estructura canonica. CDR3 por su parte como una estructura rigida de 17.5

amstrongs que forma una extension de hoja B (183).

3.8 Estudios Previos Sobre la Estructura de gp120
3.8.1 Secciones Estructurales de gp120

gp120 se compone de 5 regiones variables y 5 regiones constantes, de las cuales
las regiones variables forman un segmento externo de gp120 mientras que las

secciones constantes forman su nacleo (149).

Gréfica No.11
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Representacion esquematica del largo total de glicoproteina gp120. C significa

regidn constante, V significa regidn variable.
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Representacion tridimensional de gp120
—Segun Briz, et al. (2006) (154) —

Gréfica No.12
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En la grafica tridimensional de gp120 se aprecia del lado izquierdo la regidon
interna de gp120, que esta conformada por las regiones C1 y C2, una linea vertical
parte la grafica sefialando la posicion de la hoja de puente, la cual se compone de
cuatro hebras que a menudo son llamadas pinzass, estas pinzas estan
compuestas por las regiones V1 y V2 (que forman la hebra V1/V2) y por una parte
de la region C2 que es vecina a V3 y es esta la pinza que se proyecta hacia la
regidén externa donde se encuentran V4 y V5. Segun Vasudha Sundaravaradan et

al. (2007) las regiones que pueden ayudar al contacto con CD4 son V4 y V5.

? pinzas: traduccion del original en inglés para el término harpins, que por cuestiones ilustrativas se interpreta
aqui como pinza y no como horquilla.
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El segmento B3- B5 se ubica contiguo a V1/V2 y se observa como una delgada

hebra que se adentra en el dominio interno (no sefialado).

Es importante recalcar que esta estructura gp120 se presenta como un trimero
sobre gp41, y a su vez, gp41 esta repetido tres veces y unido formado una
especie de baston en la punta del cual estan sujetos 3 gp120 como Iébulos en
cuya corona se ubica V3 y en la parte anténima soportando esta descripcion, se
encontraria C1 el cual como se explica en la interaccion primaria de VIH con un

linfocito CD4, debe estar en contacto C1 con la region CC de gp41.

3.8.2 Estructura de gp120

Bases de datos de estructuras gp120 (184). Véase seccion Anexos.
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3.9 Estructura del Correceptor CXCR4

A continuacion se enumeran estructuras reportadas por Uniprot °, del correceptor
CXCRA4. Son identificadas dos isoformas de este correceptor, aunque es posible

que existan otras isoformas (187).

Uniprot es una base de datos universal con fines divulgativos por acuerdo entre el
Instituto Europeo de Bioinformatica (EBI), el Instituto Suizo de Bioinformética (SIB)

y el Recurso de Informacién Proteica (PIR).

Isoforma 1 (Identificador: P61073-1)
Isoforma electa como la secuencia “candnica”. Toda la informacién posicional en
estas entradas se refiere a esta. Esta también ha sido la secuencia que aparece

en las versiones publicadas.

Isoforma 2 (Identificador: P61073-2)
Tambien conocida como CXCR4-LO;

La secuencia de estas isoformas difieren de la secuencia candnica en lo siguiente:

Los aminoacidos 1-5 MEGIS cambian a MSIPLPLLQ.

® Consultar referencias 187 y 188 para ver una revision completa aportada por Uniprot, sobre los
correceptores CXCR4 y CCRS.


http://beta.uniprot.org/blast/?about=P61073[1-5]
http://beta.uniprot.org/uniprot/P61073#P61073-2
http://beta.uniprot.org/uniprot/P61073#P61073-1
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Isoforma 1:

10 20 30 40 50 60
MEGISIYTSD NYTEEMGSGD YDSMKEPCFR EENANFNKIF LPTIYSIIFL TGIVGNGLVI

70 80 90 100 110 120
LVMGYQKKLR SMTDKYRLHL SVADLLFVIT LPFWAVDAVA NWYFGNFLCK AVHVIYTVNL

130 140 150 160 170 180
YSSVLILAFI SLDRYLAIVH ATNSQRPRKL LAEKVVYVGV WIPALLLTIP DFIFANVSEA

190 200 210 220 230 240
DDRYICDRFY PNDLWVVVFQ FQHIMVGLIL PGIVILSCYC IlISKLSHSK GHQKRKALKT

250 260 270 280 290 300
TVILILAFFA CWLPYYIGIS IDSFILLEII KQGCEFENTV HKWISITEAL AFFHCCLNPI

310 320 330 340 350
LYAFLGAKFK TSAQHALTSV SRGSSLKILS KGKRGGHSSV STESESSSFH SS

Isoforma 2:
10 20 30 40 50 60
MSIPLPLLQI YTSDNYTEEM GSGDYDSMKE PCFREENANF NKIFLPTIYS IIFLTGIVGN

70 80 90 100 110 120
GLVILVMGYQ KKLRSMTDKY RLHLSVADLL FVITLPFWAV DAVANWYFGN FLCKAVHVIY

130 140 150 160 170 180
TVNLYSSVLI LAFISLDRYL AIVHATNSQR PRKLLAEKVV YVGVWIPALL LTIPDFIFAN

190 200 210 220 230 240
VSEADDRYIC DRFYPNDLWV VVFQFQHIMV GLILPGIVIL SCYCHISKL SHSKGHQKRK

250 260 270 280 290 300
ALKTTVILIL AFFACWLPYY IGISIDSFIL LEHKQGCEF ENTVHKWISI TEALAFFHCC

310 320 330 340 350
LNPILYAFLG AKFKTSAQHA LTSVSRGSSL KILSKGKRGG HSSVSTESES SSFHSS
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3.10 Estructura del Correceptor CCR5

A continuacién se enumeran estructuras reportadas del correceptor CCR5 por

Uniprot. Es posible que existan otras isoformas (188).

Cédigo: P51681-1 [UniParc].

Ultima Modificacion:Octubre 1, 1996. Versién 1., Ultima revision: 10 Junio de 2008
Checksum: 88ECE1F38E6D45A7

Largo: 352

Masa: (Da): 40,524

10 20 30 40 50 60
MDYQVSSPIY DINYYTSEPC QKINVKQIAA RLLPPLYSLV FIFGFVGNML VILILINCKR

70 80 90 100 110 120
LKSMTDIYLL NLAISDLFFL LTVPFWAHYA AAQWDFGNTM CQLLTGLYFI GFFSGIFFII

130 140 150 160 170 180
LLTIDRYLAV VHAVFALKAR TVTFGVVTSV ITWVVAVFAS LPGIIFTRSQ KEGLHYTCSS

190 200 210 220 230 240
HFPYSQYQFW KNFQTLKIVI LGLVLPLLVM VICYSGILKT LLRCRNEKKR HRAVRLIFTI

250 260 270 280 290 300
MIVYFLFWAP YNIVLLLNTF QEFFGLNNCS SSNRLDQAMQ VTETLGMTHC CINPIIYAFV

310 320 330 340 350
GEKFRNYLLV FFQKHIAKRF CKCCSIFQQE APERASSVYT RSTGEQEISV GL


http://beta.uniprot.org/uniparc/UPI000000D955
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4. Justificacion

El mundo entr6 en alerta ante el VIH cuando Estados Unidos e Inglaterra
reportaron los primeros casos del Sindrome de Inmunodeficiencia Humana
Adquirida en 1981. Un cuarto de siglo mas tarde no existe cura ni una vacuna para
los millones de habitantes infectados en el planeta. Las medicinas desarrolladas
actualmente son anti - retrovirales que retardan el desarrollo de la enfermedad.
Los anti - retrovirales presentan dos inconvenientes, el primero es su alto costo y
el segundo es que de cualquier manera el paciente morird. En Guatemala
actualmente resulta sumamente dificil mantener el costo de los tratamientos anti -
retrovirales, por lo que la mayoria de los pacientes son tratados con el minimo de

recursos que el sistema de salud publica les pueda brindar.

Por estos motivos, el hecho de que Guatemala pueda aspirar a desarrollar sus
propias medicinas sin tener que comprar a empresas extranjeras los costosos
rubros de medicina, da una oportunidad para invertir esta situacion, pues no solo
se invertiria en medicina preventiva que a largo plazo es mucho mas econdémica,
sino que brinda la oportunidad de comenzar a explotar el mercado de la medicina

en el extranjero en vez de que ocurra lo contrario.

Por otra parte, muchos han sido los estudios acerca de la naturaleza del Virus de
la Inmunodeficiencia Humana. El presente trabajo ubica los resultados obtenidos
de estos estudios con un analisis profundo para generar conclusiones nuevas

orientadas a explicar la naturaleza de VIH.
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5. Objetivos

5.1 Objetivo General:

Realizar una revision general de las publicaciones sobre la interaccion de linfocitos
T CD4+ con el segmento V3 de la glicoproteina 120 presente en el Virus de

Inmunodeficiencia Humana tipo 1 para explicar su interaccién quimica.

5.2 Objetivos Especificos:

e 5.2.1 Encontrar el area especifica en la que interacciona gp120 con el
correceptor CCR5 de los linfocitos T, CD4+.

e 5.2.2 Presentar un esquema estructural desarrollado y general del complejo
CCR5, CD4 y gp120.

e 5.2.3 Explicar los mecanismos de interaccion del segmento variable V3 de
gp120 con el correceptor CCR5 del los linfocitos CD4.

e 5.2.4 Determinar factores comunes en los aminoacidos variables del
segmento V3 en funcién de su interaccion con los correceptores CCR5 y
CXCRA4.

e 5.2.5 Explicar la estabilidad del producto de unién CCR5-gp120-CDA4.
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6. Hipotesis
Es posible encontrar las caracteristicas quimicas que justifican el mecanismo de

reaccién y el reconocimiento estructural que ejecuta la glicoproteina gp120 al

reaccionar su seccion V3 con el correceptor CCRS de los linfocitos T, CD4+.
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7. Materiales y Métodos

7.1 Universo de trabajo:

Puesto que se trata de un estudio tipo meta - analisis, el universo de trabajo se
conformé por toda aquella informacién acerca de la naturaleza inmunoldgica,
bioguimica y quimica del VIH y su interaccién con los linfocitos T CD4+. Por lo
cual, los reportes, tesis, articulos cientificos y bases de datos fueron discriminados

con los criterios que se presentan en esta seccion.

Los materiales y métodos utilizados en el estudio fueron los siguientes:

7.2 Materiales:

7.2.1 Investigaciones previas

Reportes, tesis, articulos cientificos y bases de datos.

7.2.2 Hardware:

A- Procesador AMD Sempron 2800+ / 1000 Mb Ram / 256 Mb Nvida GeForce FX
5500.
B- Procesador AMD Semprom 3400+ / 512 Mb Ram / 256 Mb Nvidia GeForce FX
5200 .
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7.2.3 Software:

A-Linux Ubuntu 8.04 / Autodock 4.0 /Autodock Tools 4.01/Hex 5.0/lUCFS Chimera
1.2540

B- Linux Slackware 12.01 /Autodock 4.0 /Autodock Tools 4.01/Hex 5.0/UCFS
Chimera 1.2540

7.3 Métodos.

7.3.1 Criterios de inclusién y exclusién de articulos revisados.

Fueron seleccionados los articulos y la bibliografia segun su importancia por:
Concepto: Caracterizacion estructural de aminodcidos relevantes (tanto de gp120

como de CD4 vy los correceptores CXCR4 y CCR5).

Cronoldgico: Se priorizaron los estudios méas recientes, puesto que el fin de esta
investigacién no es estadistico, se han incluyeron articulos de 1981 a 1997 con un
caracter historico, en algunos casos algunos conceptos anteriores a 2000
contindan vigentes (ver descripcion de CD4 y gp120 y la seccién Conceptos

basicos de inmunologia).

Segun el tipo de informacion: Primaria (articulos que generan resultados con base
en experimentos realizados por la misma institucién (o grupo cientifico) que las
analiza y reporta, en el caso de las secciones “Estudios previos sobre la
estructura de gp120 y de CD4"” se utilizaron bases de datos de reconocimiento

internacional.
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Fueron excluidas por tanto las investigaciones de tipo secundarias y terciarias: que
son estudios realizados por aquellas instituciones o grupos que recopilan los
analisis realizados por otras instituciones para presentarlos en compendios,
resumenes parafrasis u otro tipo de interpretacion que no sélo pueda alterar la
informacién primaria, sino también que sesguen los resultados de laboratorio

genuinamente obtenidos.

No fue el objetivo de este estudio obtener informacién con fines de comparacion
estadistica, a excepcidn del planteamiento de la estructura basica de gp120 donde
se utilizaron bancos de datos como fundamento para encontrar factores comunes
de expresiéon en los amino4cidos del segmento V3. También en el caso de los
correceptores, para lo cual se utilizaron estudios que demostraron obtener las
estructuras por sus propios procedimientos de laboratorio, por lo cual estas
fuentes de datos fueron consultados en articulos cientificos mundialmente
reconocidos por la misma comunidad cientifica.

Se observaron segun el caso, aquellas estructuras proporcionadas por articulos
cientificos que reportaron mutaciones, supresiones o pérdida de aminoacidos
segun la importancia que tengan dichas alteraciones para los segmentos
estudiados en este trabajo.

7.3.2 Método de Analisis Estructural Quimico

La elucidaciéon de los mecanismos de reaccidén planteados se hizo por medio de
programas computacionales de tres dimensiones que permitieron un analisis
exacto con archivos de tipo banco de dato proteico pdb (protein data bank),
recopilados de la informacion brindada por los autores de articulos que generan

estos archivos virtuales tridimensionales en base a estudios cristalograficos de
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rayos X, y que se encuentran recopiladas en bases de datos como la Research
Collaboratory for Structural Bioinformatics (RCSB) que es un grupo respaldado
por Rutgers el cual es el departamento RCSB de la Universidad de New Jersy, el
grupo RCSB-SDSC que esta localizado en el Centro de Supercomputadoras de
San Diego (SDSC), la Skaggs School de Farmacia y Ciencias Farmacéuticas
(SSPPS) de la Universidad de California, San Diego (UCSD), y el grupo RCSB-
BMRB que esté localizado en el Departamento de Bioquimica de la Universidad de
Wisconsin-Madison. También ha sido tomado en cuenta The World Wide Protein
Data Bank que es el centro de depdsito mundial de proceso y distribucion de datos
pdb (189), cuyo respaldo descansa en los grupos RCSB de Europa, Estados
Unidos y Japon.

Los programas de estudio de estructuras bioldgicas macromoleculares utilizados
para este estudio como Hex 5.0, Autodock y Chimera, fueron seleccionados por su
reconocimiento en la exactitud de la descripcidén molecular en tres dimensiones de
las nubes electronicas que conforman cada uno de los atomos presentes en estas
macromoléculas, esta descripcion atomica estd basada en la interpretacion de
algoritmos matematicos que describen los orbitales moleculares mediante una
malla electrénica virtual tridimensional, permitiendo predecir los cambios

conformacionales del ligando y correceptor.

7.3.3 Procedimiento

7.3.3.1 Se seleccionaron los mejores archivos del complejo CD4-gp120 y de CCR5

en formato .pdb discriminados segun los criterios previamente descritos.


http://www.wisc.edu/
http://www.biochem.wisc.edu/index.php
http://www.ucsd.edu/
http://pharmacy.ucsd.edu/
http://pharmacy.ucsd.edu/
http://www.sdsc.edu/
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Archivo 10PW

La secuencia de HIV-1 utilizada fue la glicoproteina de cubierta gp120 cepa
HXBc2 expresada en el archivo 1OPW.pdb extraido del sitio de internet de
Protein Data Bank. Este archivo muestra a gp120 en complejo con CD4 Humano y
con CCR5 en el ultimo estado del enlace CD4-gp120-CCRS. En este archivo no
se ha publicado el segmento V3 de gp120 y CCRS5 esta unido a gp120 en una
propuesta molecular tedrica, cuyas coordenadas atdmicas provienen de una
evaluacion por cristalografia de rayos X. En 1TOPW.pdb las cadenas gp120 y CD4
fueron obtenidas del archivo 1G9M.pdb que presenta un complejo CD4-gp120-17B
donde 17B es un anticuerpo monoclonal, y las coordenadas atémicas de este
archivo han sido verificadas por medio de cristalografia de rayos X. Sin embargo
10OPW.pdb ha sido tratado segun el mismo articulo de Liu S.Q. et. al.(2003) por
simulacién de movimiento molecular y enlace automatizado para representar este

modelo tedrico de enlace (190).

El tratamiento que se realiz6 en 1OPW.pdb consistié en eliminar la cadena de
secuencia de CCR5 por medio del programa computacional Chimera, y se verificd
posteriormente que no existieran particulas de agua o aminoacidos incoherentes
en el complejo CD4-gp120 restante. Esto se hizo previo a la utilizaciéon de este
complejo para correrlo en las secuencias de enlace computacional automatizado

con el programa Autodock4.

Archivo CCR5
Para realizar las secuencias de enlace computacional automatizado se utilizé un

segmento de CCR5, no CCR5 completo puesto que el programa Autodock 4.01
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solamente permite el enlace un receptor-ligando donde el receptor puede ser
cualquier macromolécula que no supere los 50,000 atomos, pero el ligando debe
ser pequefo, con un maximo de 128 atomos; este maximo es extensible a
cantidades mayores de atomos con la consecuencia de cargar excesivamente los
calculos computacionales que un ordenador AMD 3400+ Mhz puede realizar. Este
fue el motivo por lo cual se utilizé el archivo 2RLL.pdb que es una secuencia corta
de CCR5 Nt (7-15) (los aminoacidos 7-15 de la region N terminal que
eventualmente también se expresa como CCR5, . o simplemente CCRS5 7-15).
Ademas, la secuencia CCR5 7-15 es la que previamente se ha descrito como la
region de interaccion mas importante en el correceptor CCR5 junto a su regién

extra celular ECL2, regidn que se detalla a continuacion.

Archivo ECL2

Para evaluar las interacciones energéticas entre el segundo segmento extracelular
de CCR5 que es llamado ECL2, fueron extraidos los aminoacidos 169 al 180 de la
cadena CCRS5 presente en el archivo 10PW.pdb descrito previamente. Para
eliminar los posibles errores de evaluacién energética, se le asigndé movimiento
torsional aleatorio tanto a la cadena peptidica como a las cadenas laterales de

ECL2 en un proceso que sera detallado mas adelante.

Archivo 2B4C

2B4C.pdb es otra representacién de anticuerpo monoclonal unido al complejo
gp120-CD4. La secuencia utilizada de gp120 de VIH-1 en este archivo pertenece a
la cepa JR-FL que es una de las mas comunes junto a la cepa HXBc2, se

seleccion6 este archivo por ser el Unico que incluia por completo el segmento V3 y
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ademas, en estado no enlazado. El propio archivo 2BC4 es una representacion
tedrica del enlace a un anticuerpo monoclonal. Las regiones de interés no han sido
alteradas significativamente como lo describe este mismo archivo. Para el

segmento V3 a continuacion se detalla la diferencia entre cada cepa:

Tabla No. 6: Comparacion entre las Cepas JRFL y HXBC2 en su region V3

Cepa (Posicién Inicial) Secuencia (Posicién Final)

JR-FL (296)CTRPNNNTRKSIHI- -GPGRAFYTTGEIIGDIRQAHC (331)

HXBc2 (296)CTRPNNNTRKRIRIQRGPGRAFVTIGK-IGNMRQAHC (331)

Este archivo fue seleccionado puesto que sus coordenadas fueron obtenidas

directamente por medio de difraccién de rayos X en base a un cristal de complejo.

El tratamiento ejecutado a este archivo consistié en la eliminacién de las cadenas
H y L, siglas que representan las secuencias de las moléculas anti - VIH gp120
inmunoglobulinas X5 de cadena ligera y cadena pesada respectivamente, ademas
fue eliminada la secuencia Het que comprende residuos proteicos presentes en el

cristal analizado.

El nuevo archivo producto de este tratamiento fue nombrado gp120-CD4.pdb.



79

Archivo V3

El archivo gp120-CD4.pdb antes mencionado fue tomado y se sustrajo la seccion
V3, explicitamente los aminoacidos desde PRO299 hasta ARG327 de gp120
utilizando para ello el programa computacional Chimera * (191), y fue guardado

como V3.pdb.

7.3.3.2 Se establecieron los puntos criticos de reaccion segun los archivos .pdb

seleccionados en base a los estudios previos encontrados.

7.3.3.3 Se determinaron las regiones que intervienen entre gp120 y CCR5 por
métodos de enlace computacional proteina-ligando, con el fin de describir la

estructura del complejo CCR5-gp120-CD4.

Dicha determinacion se realizé utilizando los archvios .pdb de CCR5 adquiridos y
construidos que reaccionaron como ligandos contra regiones especificas del
enlace gp120-CD4, las cuales fueron preestablecidas por los datos que reporta la

literatura.

Otro segmento importante que fue creado es el de la segunda region extracelular
conocida como ECL2 la cual ha sido descrita como importante por su interaccién
con gp120. Este segmento ECL2 también es sometido al proceso de enlace

automatizado en las regiones V3, V1/V2.

’Algunas imagenes de grafica molecular fueron producidas utilizando el programa UCSF Chimera
package de el Resource for Biocomputing, Visualization, and Informatics de la University of

California, San Francisco (soportado por NIH P41 RR-01081).
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Determinacion de las Regiones de Reaccién de CD4-gp120 y CCR5

Se realiz6 un total de ocho corridas por medio del programa computacional
Autodock version 4.01 (192) para determinar por medio de varias comparaciones
en las energias de enlace determinadas por el programa, los aminoacidos que
producian los complejos receptor-ligando mas estables en funcion de las mayores

energias de enlace liberadas.

Para realizar el enlace automatizado, los segmentos pdb construidos o adquiridos
fueron sometidos a una malla electrénica tridimensional donde se se ubicé el
receptor gp120-CD4. Para este caso en particular se cre6 un segmento de CCR5
que es la region N-terminal que comprende los primeros aminoacidos 7-15 de
CCRS5 que se hicieron reaccionar contra las regiones V3 y contra las regiones V1/

V2 presentes en el complejo gp120-CD4.
Parametros Utilizados en Cada Corrida:

e Numero de corridas en Algoritmo Genético: 100

e Tamafo de la poblacién: 150 individuos

e Maximo Numero de Evaluaciones: 2.5 millones

e Numero Maximo de Generaciones: 27,000

e Numero maximo de individuos que sobreviven por cada corrida: 1

Rango de mutaciones genéticas4: 0.02

4Rango de mutacién: Es un punto flotante desde 0 a 1, representando la probabilidad de

que un gen particular sea mutado. Este parametro generalmente es pequerio.
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e Rango de traslapes: 0.8
e Modo de algoritmo genético de traslape: twopt

e Numero de generaciones de las cuales se escoge el peor individuo: 10

Los parametros electos referentes a la probabilidad de mutacién genética son
bajos, puesto que Autodock los utiliza en caso de trabajar con secuencias de ADN
o ARN, en este caso se disminuye tal probabilidad para poderlo aplicar sin

problemas a secuencias proteicas.

7.3.3.4 Para conocer la orientacion exacta de CCRS5 respecto de gp120, los datos
antes generados fueron comparados mediante las energias de enlace liberadas,
que son calculadas por el mismo programa Autodock 4.01, es de esperar que las
regiones mas exitosas en el enlace posean las mayores liberaciones de energia y

que por tanto se comportan mas estables al poseer menor energia de enlace.

7.3.3.5 El nuevo complejo CCR5-gp120-CD4 adquirido por este método es
sometido a un andlisis estructural mediante los programas computacionales que
permitieron medir la interaccién de los amino&cidos del segmento V3 con CCR5 en

los siguientes parametros:

Rango de Traslape: Este es un numero variable desde 0 hasta 1 denotando el rango de
traslape. El rango de traslape es el numero esperado de pares en la poblacion que
intercambiaran material genético. Corregir este valor a 0 torna el Algoritmo Genético en un
método de programacion evolucionaria (EP), pero EP puede requerir probablemente un
incremento concomitante en el rango de mutaciones del algoritmo genético con el objeto de

ser eficiente.
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-distancia de enlace

-campos energéticos

-formacién de puentes de hidrogeno
-interaccion de regiones polares

-interacciones de Van der Waals.

7.3.3.6 Finalmente con esta informaciéon se obtuvieron conclusiones acerca del

mecanismo de reaccion sugerido para obtener este complejo CCR5-gp120-CD4.
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8. Resultados

8.1 Resultados de Cada Corrida

CORRIDA 1

Primero fue evaluado el segmento CCR5 . (ligando) contra el complejo gp120-
CD4 en una malla que cubre ambas secciones propuestas en la literatura como
mas reactivas: V3 y V1/V2; dicha malla no tiene enfoque especifico en ninguna de
las dos zonas, unicamente se realizé con la intencidén de evaluar a grandes rasgos
el comportamiento del ligando. En las graficas que se muestran a continuacion se
aprecia la posicion de dos de las mejores respuestas de 100 soluciones posibles
que alcanzaron una conformacion éptima por sobre los millares de probabilidades
de conformaciones que propone el programa, y de estas 100 posibilidades se
selecciond un determinado numero respuestas en base a su energia de enlace,
energia de conformacién interna y a la I6gica del contexto de la posicion del

ligando respecto a su receptor:
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Grafica No.13

CORRIDA 1
Energia de enlace de 100 conformaciones

No. de Conformaciones
w

1t

-3.0 -2.0 -1.0 0.0 .0
Energia de Enlace (Kcal/mol)

Gréfica No.13:A- Grafica de barras donde se muestran las 100 conformaciones
mas estables obtenidas en la CORRIDA 1 con el programa Autodock 4.1. De estas
100 conformaciones la que fue elegida fue la segunda de izquierda a derecha, por
ser la que posee la mas baja energia (-3.19 cal de enlace ligando-receptor) y que

se encuentra en una posicion légica.
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Grafica No.13:B-Esquema general del complejo gp120-CD4: vista panoramica de
la posicion del ligando respecto al complejo gp120-CD4 que se observa en

diagrama tipo Ribbon +(191), CCRS5 se presenta en diagrama de lineas y barras.

*Ribbon: Del inglés “cinta”, termino utilizado comtinmente en programas de modelaje molecular para
describir este estilo caracteristico de representacion de biomoléculas que facilita su interpretacion.
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-
g
3

i Hoja de enlace

Gréfica No.13: C- Aproximacién de la conformacion de la CORRIDA 1, Rango
1/100, se puede apreciar en detalle la conformacién de CCRS5 respecto a gp120,
claramente se encuentra posicionado entre V3, la hoja de enlace y la seccién
V1/V2. Esta es conformacién elegida por el programa como Rango 1/100 lo que
se interpreta como la primera posicion elegida por el programa en base a la
energia de enlace mas baja (-3.77 Kcal/mol), y ha sido descartada por encontrarse
posicionada en medio de las tres regiones mas reactivas de gp120. El analisis que
condujo a tomar la conformacion de rango 2/100 como conformacion éptima para
esta corrida se detalla en la seccion Discusién de Resultados. Los puentes de
hidrégeno son representados como puntos verdes, los aminoacidos que
intervienen por parte de gp120 son de color verde, CCR5 esta esquematizado
como estructuras de lineas, gp120 fue esquematizado como estructura Ribbon,
todas las interacciones atémicas intermoleculares han sido marcadas en esferas

de colores, rojo-oxigeno, amarillo-azufre, azul-nitrégeno, gris-carbono.
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Grafica No.13: D- Detalle del enlace CCR5- 7-15 a gp120, Corrida 1, Rango 2/100.
En el rango 2/100 ya no existe una interaccion directa con el segmento V3,
unicamente con ARG440 que pertenece a la hoja de enlace y la seccidén V1/V2 en

los aminoacidos PRO206-SER209.



Detalles de la Corrida 1

Tabla No.7: Comparacion entre rangos de la Corrida 1
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Propiedad Rango 1/100 Rango 2/100
Energia de enlace -3.77 Keal/mol -3.19 Kcal/mol
Energia Intermolecular -9.25 Kcal/mol -6.14 Kcal/mol

Energia Interna :

-11.42 Kcal/mol

-13.94 Kcal/mol

Energia Torsional :

10.43 Kcal/mol

10.43 Kcal/mol

-6.47Kcal/mol

Energia Extendida de No Enlace -6.47 Kcal/mol
Cluster RMS: 0.0 0.0
Ref RMS: 7.2 7.2

RMS: Root Mean Square (raiz cuadratica media)

Cluster RMS: Indica la posicién referente a la agrupacién de soluciones que se le solicita al

programa, en esta situacion no se le asigné ningun valor.
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CORRIDA 2:

En esta corrida se evalud explicitamente la interaccién del segmento CCR5 contra
la regiéon V1/V2, para lo cual se utiliz6 el archivo 1TOPW como receptor y el archivo
CCR5 7-15 como ligando. Se presenta a continuacién los datos de los mejores

enlaces asignado por el programa.

Gréafica No. 14

CORRIDA 2
Energia de enlace de 100 conformaciones

No. de Conformaciones

-2.0 -1.0 0.0 .0 2.0 3.0 4.0
Energia de Enlace (Kcal/mol)

Grafica No.14. A- Gréfica de barras que ilustra la distribucion de las
conformaciones en la corrida 2 respecto a su energia. La electa como rango 1/100

por el programa Autodock 4.1 ha sido marcada en rojo.



Grafica No.12. B-Esquema General del complejo CD4-gp120-CCR5 7-15.

90



91

Grafica No.14. C-Interaccién en Corrida 2 Rango 1/100. Es posible apreciar el
contacto del GLN422 mediante puente de hidrogeno con ASN13, asi como
también el puente de hidrogeno existente entre TYR15 y ILE423 de la regidn de la
hoja de enlace en gp120, estas interacciones son ayudadas por ILE9 en CCR5 y

por LYS432 en gp120.
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Grafica No.14.D-Interaccion en Corrida 2 Rango 14/100. CD4 se observa en color
rojo y esquema Ribbons, gp120 de VIH se representa en color azul y en esquema

de Ribbons, y CCR5 1-15 esta representado en estructura de lineas.



93

Grafica No.14: E-Acercamiento de la interaccién en Corrida 2 Rango 14/100. Se
observa la formacion de un puente de hidrégeno entre TYS10 de CCR5 y LYS432
en gp120 y la interaccion del azufre en MET434 con el sistema de electrones m

conjugados presentes en la misma TYS10.
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Grafica No.14: F- Interaccién en Corrida 2, Rango 21/100: el despliegue del
segmento CCR5 7-15 ha ocurrido en la region V1-V2 principalmente. Al fondo en

gris se observa CD4, en Ribbons azul gp120.



Detalles de la Corrida 2

Tabla No.8: Comparacion entre rangos de la Corrida 2
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Propiedad Rango 1/100 Rango 14/100 Rango 21/100
Energia de enlace -2.95 Kcal/mol -1.3 Kcal/mol  |-0.83 Kcal/mol
Energia Intermolecular -8.2 Kcal/mol -5.7 Kcal/mol  |-6.89 Kcal/mol
Energia Interna : -6.09 Kcal/mol -6.94 Kcal/mol |-5.27 Kcal/mol

Energia Torsional :

11.34 Kcal/mol

11.34 Kcal/mol

11.34 Kcal/mol

Energia Extendida de No Enlace | 0.0 Kcal/mol 0.0 Kcal/mol 0.0 Kcal/mol
Cluster RMS: 0.0 0.0 0.0
Ref RMS: 11.84 8.99 6.1

RMS: Root Mean Square (raiz cuadratica media)

Cluster RMS: Indica la posicién referente a la agrupacién de soluciones que se le solicita al

programa, en esta situacion no se le asigné ningun valor.
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CORRIDA 3

Para determinar la forma de interaccion del segmento extracelular 2 con gp120, se
comenzd caracterizando las energias de enlace del complejo CD4-gp120 y una
pequefna seccidon de CCR5, unicamente el segmento ECL2. En esta corrida se
evalu6 el comportamiento general de ECL2 contra gp120, sin observar ninguna

regiéon en particular.

Gréafica No.15
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Grafica No. 15: A- Grafica de la relacién entre en numero de conformaciones y la

Energia de enlace en la Corrida 3.
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Gréfica No. 15: B-Contexto de la interaccion de ECL2 contra gp120; Corrida 3
Rango1/100 Corrida 3, Rango 1/100: Se aprecia cémo gp120 interacciona en sus
hojas de enlace y V1/V2 con el segmento extracelular 2. Esta es la conformacion

que Autodock registra como éptima.
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Grafica No. 15: C-Detalle de Corrida 3 Rango 1/100: se observa que las
interacciones mas claras son de PRO437-SER179 (los aminoacidos en rojo

pertenecen a gp120, el resto a CCR5); ALA436-LEU174, GLY173-GLN203.
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Detalles de la Corrida 3

Tabla No.9: Comparacion entre rangos de la Corrida 3

Propiedad Rango 1/100
Energia de Enlace -1.47 Kcal/mol
Energia Intermolecular -6.74 Kcal/mol
Energia Interna -7.86 Kcal/mol
Energia Torsional 13.13 Kcal/mol
Energia Extendida de No Enlace 0.0 Kcal/mol
Cluster RMS 0.0

Ref RMS 7.24

RMS: Root Mean Square (raiz cuadratica media)

Cluster RMS: Indica la posicién referente a la agrupacién de soluciones que se le solicita al

programa, en esta situacion no se le asigné ningun valor.
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CORRIDA 4

En esta corrida también se ha enlazado ECL2 a gp120-CD4 en la misma regién, la
diferencia es que esta vez se le han asignado al ligando (ECL2) en su cadena
peptidica 20 torsiones aleatorias, cada una con grados de libertad de rotacion
aleatoria, ademas se han agregado 12 torsiones aleatorias en el segmento de V3
en gp120 a los aminoacidos SER169-SER180. Esto permite a los aminoacidos con
torsiones girar en sus enlaces sobre si mismos, haciendo cambiar
significativamente la conformacion de ECL2. Como se vera en las graficas
siguientes, las conformaciones desarrolladas por Autodock han resultado
totalmente independientes de las conformaciones reales posibles para ECL2 lo
que era de esperarse, pero lo importante de esta corrida es analizar el
comportamiento de cada aminoacido en ECL2 para comprender su interaccién
total con todas las regiones reactivas de gp120 (V3, la hoja de enlace y V1/V2
esencialmente). Por esto se afade a continuacion varias de las soluciones

propuestas por el programa como las menos energéticas.
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Gréafica No.16.

) CORRIDA 4
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Grafica No.16: A- CORRIDA 4, Energia de enlace de 100 conformaciones: se
puede apreciar que la energia mas baja se encuentra a -4.5 Kcal/mol en la escala

energética que compara el total de las 100 conformaciones de la Corrida 4.
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Grafica No.16: B- Interaccién en Corrida 4, Rango 1/100: gp120 se presenta en
color azul y en esquema Ribbons, ECL2 se aprecia en estructura de lineas. Las
interacciones principales de este conférmero se observan en ARG440 que enlaza
puentes de hidrégeno a TYR176, y a su vez con GLU172 en interaccion
electrostatica de los grupos amino y carbonilo. Se forman dos puentes de
hidrogeno entre las CYS178, TYR176 y CYS205. Esta conformacion es la mas
estable en su relacién de energia de enlace y es la propuesta por Autodock como
la mejor solucidbn. Se puede apreciar también una ruptura tipica de la

conformacion de ECL2.
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Gréfica No.16: C-Interaccion en Corrida 4, Rango 2/100: En esta gréfica se puede
observar que el segmento ECL2 representado en conformacién de lineas se ha
distribuido hacia el nucleo de gp120 comenzado por la interaccion cercana en la
hoja puente GLY441 y que es estabilizado por el segmento V3 y se extiende hacia
LEU11 que se encuentra en el extremo opuesto de la hoja de enlace, esto se da
en una conformacién de ECL2 imposible en términos mecanicos, y es la segunda
propuesta menos energética respecto de su energia de enlace propuesta por

Autodock.
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Grafica No.16: D- Interaccién en Corrida 4, Rango 3/100: En esta conformacion
ECL2 también se encuentra distribuida a lo largo de gp120 y confirma la alta
reactividad de las regiones de la hoja de enlace y la region V1/V2 lo que puede
sugerir que esta regién es de suma importancia para la orientacion de ambas

proteinas durante el mecanismo de enlace gp120-CCR5.



Grafica No.16: E- Interaccidn en Corrida 4, Rango 4/100: Esta es una de las
interacciones energéticas mas baja que también muestra una concordancia con
las propiedades fisicas y mecanicas de ECL2 en cuanto a la conformaciéon que se
espera guarde este segmento. Se puede observar que CCR5 7-15 interacciona
con la regibn media de V3 y con ARG440 de gp120 que es uno de los
aminodacidos que ha destacado en la interaccion con CCR5. Si embargo ECL2 se
encuentra al revés respecto a su orientacion con CCR5 en la interaccién global

gp120-CCR5. Gp120 ha sido representado en color gris y en estructuras Ribbons.
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Grafica No.16: F- Interaccion en Corrida 4, Rango 8/100: Se ha seleccionado esta
conformacién por ser una de las 10 conformaciones mejor favorecidas
energéticamente en el enlace a gp120 y ademas guarda una relacién
conformacional correcta respecto a ECL2 en estado nativo, sin embargo su
relacion respecto al complejo gp120-CCR5 se considera inapropiada en relacion

con los demas resultados obtenidos.
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Grafica No. 16: G- Interaccién en Corrida 4, Rango 9/100: Esta conformacién fue
seleccionada por ser también una de las 10 conformaciones energéticas mejor
favorecidas, en el esquema no es posible apreciar correctamente la conformacion
que guarda ECL2, pero es aceptable respecto a su forma no enlazada en CCR5,
ademas esta es la Unica conformacién energéticamente favorable que también
guarda una légica en la posicion de contexto respecto al complejo CCR5-gp120.
Es notable la importancia que guarda GLU172 por la formacién de un doble puente
de hidrégeno (representado por puntos verdes) que lo conectan con LYS305 Y
ARG440. Sigue siendo importante la interaccién de CYS 176 con SER180 en el

segmento V3



Detalles de la Corrida 4
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Tabla No.10: Comparacion entre otros parametros de cada Rango en la Corrida 4

Propiedad R1/100 | R2/100 | R3/100 | R4/100 | R8/100 | R9/100
Energia Enlace -4.58 -4.22 -3.68 -3.57 -2.86 -2.83
Energia Intermolecular -6.14 -7.96 -6.9 -5.48 -3.85 -3.65
Energia Interna -11.57 -9.39 -9.91 -11.22 -12.14 -12.3
Energia Torsional 13.13 13.13 13.13 13.13 13.13 13.13
Energia Extendida de No Enlace 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Cluster RMS 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Ref RMS 6.62 15.54 12.1 9.67 5.82 9.6
Todos las energias estan dados en Kcal/mol.

Rx/100 = Rango X de 100.

RMS: Root Mean Square (raiz cuadratica media)

Cluster RMS: Indica la posicién referente a la agrupacién de soluciones que se le solicita al

programa, en esta situacion no se le asigné ningun valor.
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CORRIDA 5

En esta corrida se evalu6 especificamente la interaccion de ECL2 del correceptor
CCRS5 con el segmento V1/V2 presente en gp120, para lo cual se disefio una malla
electrénica que cubriera ampliamente la regién V1/V2, y ECL2 solamente se le han
permitido 6 torsiones en cadenas R lateral, de manera que su cadena peptidica
permanecié rigida. El objetivo de esta corrida es evaluar con precision si existe
alguna interaccién especifica en ECL2 con V1/V2 en el enlace del complejo CCR5-

gp120-CD4, o si es posible descartar absolutamente tal interaccion.

Grafica No.17
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Gréfica No.17: A- CORRIDA 5, Energia de enlace de 100 conformaciones.
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Gréfica No.17: B- Interaccion en Corrida 5, Rango 1/100: Es posible apreciar que
la conformacién menos energética referente al enlace de ECL2 de CCR5 con
gp120 de VIH, se orienta firmemente a la regién de la hoja de enlace con algunas
interacciones en la region V1/V2. gp120 ha sido representado en color azul y en
esquema Ribbons, los aminoacidos de gp120 que interaccionan directamente con
ECL2 han sido resaltados en estructura de lineas, ECL2 ha sido representado en
color rojo y en estructura de Ribbons, y sus aminoacidos que interaccionan con
gp120 se representan en estructura de lineas color rojo. Al fondo es posible

apreciar a CD4 como estructura Ribbons de color blanco.

Las interacciones mas importantes que se aprecian en el esquema son: la de

ARG44-GLU172; PRO487-SER180; ALA436-SER179; CYS178-ALA204.
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Grafica No.17: C- Interaccion en Corrida 5, Rango 2/100: En la imagen superior se
observa la Unica interaccion importante encontrada para la relacion ECL2-V1/V2,
en la imagen se puede observar que el contacto directo es pobre entre ambas
secciones y la energia de enlace reportada para esta interaccion (0.4 Kcal/mol) es
positiva, por tanto endotérmica. gp120 ha sido descrita como estructura Ribbons

gris y ECL2 como estructura de lineas.



Detalle de la Corrida 5:

Tabla No.11: Comparacion entre rangos de la Corrida 5
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Propiedad Rango 1/100 Rango 2/100
Energia de enlace -0.81 Kcal/mol 0.4 Kcal/mol
Energia Intermolecular -7.76 Kcal/mol -6.81 Kcal/mol
Energia Interna : -6.17 Kcal/mol -6.27 Kcal/mol

Energia Torsional :

13.13 Kcal/mol

13.13 Kcal/mol

0.0

Energia Extendida de No Enlace 0.0
Cluster RMS: 0.0 0.0
Ref RMS: 7.2 7.2

RMS: Root Mean Square (raiz cuadratica media)

Cluster RMS: Indica la posicién referente a la agrupacién de soluciones que se le solicita al

programa, en esta situacion no se le asigné ningun valor.
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CORRIDA 6

Esta corrida fue disefada para observar la interaccién del segmento V3 con el
segmento ECL2 del correceptor CCR5 completo. Para ello se utilizaron los
archivos V3.pdb y CCR5.pdb. La malla electrénica fue construida alrededor de

este segmento, la cual restringe las interacciones de V3.pdb contra CCR5.pdb.

Grafica No.18
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Grafica No.18: A- CORRIDA 6 Energia de enlace de 100 conformaciones: Todas
las conformaciones han reportado la misma energia de enlace. Esto es porque
Autodock tiene un tamafio maximo de malla para ubicar al ligando, el tamafno del
ligando esta muy ajustado respecto de la malla, y esto provoca que la energia de
enlace se eleve. Sin embargo las interacciones no solamente se basan en la
energia de enlace, y las mediciones de los otros tipos de energia si son utiles y

permiten hacer las comparaciones necesarias.
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Grafica No.18: B- Contexto general de la interaccion de CCR5 en el complejo
CCR5-gp120-CD4: En esta imagen se observa el papel de CCR5 en la interaccion
con gp120. Este es el modelo tedrico propuesto por el archivo 1OPW disefiado por
Liu y sus colaboradores en 2003. El complejo completo esta representado en
estructuras Ribbons, CCR5 es de color rojo, gp120 de color azul y CD4 en sus
dominios 1 y 2 es de color verde. Unas esferas celestes marcan la posicion del

segmento ECL2 en CCR5. Este archivo no presenta la region V3 de gp120.
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Gréfica No.18: C- Contexto de V3 en su interacciéon en la Corrida 6 con CCR5-
gp120-CD4: Se observa de color celeste el segmento V3 interactuado con el
segmento ECL2 en CCR5, esto se da en el marco de la malla electrénica creada

para la Corrida 6, la cual pretende evaluar las posibles conformaciones que puede

adoptar V3.
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Grafica No.18: D- Interacciéon en Corrida 6, Rango 1/100: Puede observarse la
interaccién electa por el programa Autodock como la Optima tomando como
referencia la energia intermolecular reportada para este enlace que es -4.06 Kcal/
mol. El segmento V3 de gp120 se observa de color celeste y en esquema
Ribbons, al igual que CCR5 que se presenta de color rojo. Los aminoéacidos de
ambas proteinas que entran en contacto han sido representadas en estructura de
lineas. Es posible distinguir un puente de hidrogeno representado por puntos
verdes entre GLY314 y TYR184, es importante hacer notar que la posicién fisica
en este modelo, no encaja con la descripcién propuesta por Liu et. al. (2003) en el

archivo 1TOPW.pdb.
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Grafica No.18: E- Interaccion en Corrida 6, Rango 13/100: Esta es la primera
interaccién encontrada que posee un orden coherente con el esquema general
propuesto. Se observa que esta estabilizada por un puente de hidrégeno formado
entre GLY321-HIS175, e interacciones entre TYR318-LYS171 e GLY314-ARG168.
El segmento V3 se encuentra representado en color Azul, gp120 en celeste y
CCR5 en fucsia. Los aminoacidos que interactian estan representados en

esquemas de lineas y tanto V3 como CCR5 en esquema Ribbons.
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Gréfica No.18: F- Interaccidon en Corrida 6, Rango 14/100: Otra interaccidon no muy
diferente en el estado energético intermolecular, pero presenta una mejor posicidon
en contexto de V3 en relacion con CCR5 y gp120. Aqui las interacciones
importantes estdan descritas por ASN302,ARG304-HIS175, THR320-LYS171,
ASN308-GLN170 y por ARG315-SER189. El segmento V3 de gp120 se presenta
de color Azul, CCR5 de color morado, gp120 de color celeste y al fondo puede
apreciarse CD4 en color rojo. Todas las proteinas se encuentran en esquemas

Ribbons 'y los amino&cidos que interactian en esquemas de lineas.
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Gréfica No. 18: G- Malla disefada en Corrida 6: la malla electronica disefiada en
esta corrida se presenta como un cubo en lineas de colores que encierra al archivo
V3.pdb en contexto con el archivo CCR5.pdb, lo cual es una representacién real

de la forma en la que fue hecha esta corrida.



Detalles de la Corrida 6

Tabla No.12: Comparacion entre rangos de la Corrida 6

120

Propiedad Rango1/100 |Rango13/100 Rango14/100
Energia de enlace 11500000.0 11500000.0 |11500000.0
Energia Intermolecular -4.06 -3.04 -2.12

Energia Interna : 11500000.0 |11500000.0 |11500000.0
Energia Torsional : 30.13 30.13 30.13
Energia Extendida de No Enlace |0.0 0.0 0.0

Cluster RMS: 0.0 0.0 0.0

Ref RMS: 28.64 28.64 25.88

Todas las energias se han representado como Kcal/mol.

RMS: Root Mean Square (Raiz Cuadrada Media)
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CORRIDA 7

En esta corrida el objetivo fue observar la interaccién de V3 contra CCR5 pero
esta vez en relacién al segmento N Terminal de CCRS5, por lo cual se colocé la
malla electrénica en la mitad respectiva del correceptor CCR5. El segmento V3
ha permanecido rigido tanto en su cadena peptidica como en sus cadenas R
laterales, y a CCR5 se le han permitido dos rotaciones aleatorias en dos de sus
enlaces de cadena R: GLN4 y VALS5, por estar ubicados estos aminoacidos en la

region extracelular mas flexible de todo el correceptor.

Grafica No.19
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Grafica No. 19: A- CORRIDA 7, Energia de enlace de 100 conformaciones. Se
puede observar que para esta corrida todos los valores energéticos de enlace que
se obtuvieron fueron positivos siendo el valor 6ptimo de esta corrida el mas bajo a

22.1 Kcal/mol.
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Gréfica No.19: B- Interaccién en Corrida 7, Rango 1/100: La gréafica muestra cémo
la primera solucién segun el programa Autodock, que es a su vez la solucion
menos energética, en cuanto a su posicién fisica no es coherente pues la cresta
de la regién V3 de gp120 (que se muestra en color azul) interviene con la regién

de transmembrana de CCR5.
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Gréfica No.19: C- Gréfica panoramica de la interaccion en Corrida 7, Rango 3/100:
Esta solucion es una de las menos energéticas y que se encuentra mejor
compaginada en el contexto real de la posicion de CCR5 respecto a gp120. Puede
apreciarse que V3 no solamente hace contacto con la region N-terminal en CCRS5,
sino que también con el segmento extracelular 1 en CCR5 (ECL1). En esta toma,
CCRS5 se encuentra girado 180° sobre su eje X en relacion a la Gréfica No.17 A.
V3 se muestra en color verde y CCR5 en azul, todas son representaciones

esquematicas Ribbons.



124

THR3C3,

LYS

GL
ARG315pRO

GLY314

»

Gréfica No. 19: D- Detalle en la Interaccion de la Corrida 7, Rango 3/100: un
acercamiento de esta interaccion revela los aminoacidos importantes en la
estabilizacion de este complejo, entre los aminoacidos que interactian se puede
distinguir: ILE309,LYS305-TYR3; GLY314-LYS276, PRO313-ASN273, GLN312-
SER272,ASN266.
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Detalles de la Corrida 7

Tabla No.13: Comparacion entre rangos de la Corrida 7

Propiedad Rango1/100 Rango13/100

Energia de enlace 22.12 Kcal/mol 22.43 Kcal/mol
Energia Intermolecular -7.16 Kcal/mol -7.3 Kcal/mol

Energia Interna : -0.4 Kcal/mol -0.39 Kcal/mol
Energia Torsional : 30.13 Kcal/mol 30.13 Kcal/mol
Energia Extendida de No Enlace 0.0 Kcal/mol 0.0 Kcal/mol

Cluster RMS: 0.0 0.88

Ref RMS: 16.46 16.38

RMS: Root Mean Square (raiz cuadratica media)

Cluster RMS: Indica la posicién referente a la agrupacién de soluciones que se le solicita al

programa, en esta situacion no se le asigné ningun valor.
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CORRIDA 8
En esta corrida se tomé el archivo V3.pdb como receptor para corroborar las

energias de enlace que se pueden dar unicamente entre V3 y ECL2 sin tomar en
cuenta el medio global del complejo CCR5-gp120-CD4. Esto tiene la ventaja de
que se trata de un modelo tedrico ideal disefiado para explorar exclusivamente
toda probabilidad de unién que haya en dicha relacién, no se han tomado enlaces
con rotacién aleatoria, por lo que se trata de dos modelos rigidos en choque,
tomando en cuenta que los origenes de ambos archivos (ligando y correceptor)
son en el caso del ligando ECL2, un modelo teérico post-enlace con posiciones
atdbmicas confirmadas por métodos de andlisis cristalografico, y en el caso del
receptor V3, es un modelo real pre-enlace, también confirmado en todas sus

posiciones por cristalografia de rayos X.

Dicha corrida ha consistido de dos fases puesto que el receptor es demasiado
grande para ser cubierto en una sola exploracion, se le han disefiado dos mallas
electronicas para cubrirlo por completo, una cubre la parte superior de la proteina
y la otra la parte inferior, ambas mallas evaluadas con los mismos parametros de
medicion. Lo que aqui se presenta es una compilacion de los dos resultados
obtenidos. Se realizaron 100 corridas de Algoritmo Genético en cada caso. Ambas

evaluaciones obtuvieron el mismo resultado.
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Grafica No.20
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Grafica No.20: A- CORRIDA 8- MALLA SUPERIOR, Energia de enlace de 100
conformaciones: La grafica muestra que cuatro conformaciones fueron electas por
tener casi la misma energia de enlace mas baja como se observa en la barra roja
en la grafica. En las dos corridas realizadas al receptor V3 de gp120 contra el
ligando ECL2 se obtuvieron los mismos resultados o con varianzas
menospreciables por lo que se puede resaltar la unanimidad en la respuesta del

programa ante las dos corridas planteadas.
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CORRIDA 8- MALLA INFERIOR
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Gréfica No.20: B- CORRIDA 8- MALLA INFERIOR: puede observarse en esta
gréfica que las mejores conformaciones en cuanto a energia de enlace se refiere,
también alcanzan el mismo valor que en la Grafica No.18: A, y el desplazamiento
en cuanto a la Grafica No.18 B- se eleva en la energia de enlace, por lo cual la
tendencia favorece a las posiciones conformacionales desarrolladas en la Gréfica

No.18 A.
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Grafica No.20: C- Contexto de interaccion en Corrida 8, Rango 1/100: La grafica
representa la situacion tedrica de la mejor conformacién de enlace entre el
segmento ECL2 del correceptor CCR5 y el segmento V3 de gp120, la mayoria de
las mejores conformaciones de las 200 evaluaciones hechas a este segmento
apoyan esta conformaciéon que a pesar de poseer una energia de enlace positiva
(5.97 Kcal/mol) se encuentra en un contexto bastante légico respecto a las
propuestas de la conformacién post enlace hasta ahora desarrolladas como en el
caso de Liu et al. (2003). V3 Se representa en color azul y en esquema Ribbons
mientras que ECL2 se presenta en color lila y en esquema Ribbons también. Los
choques intermoleculares se sefalan con esferas, y los puentes de hidrégeno con

lineas punteadas verdes.
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Grafica No. 20: D- Detalle de la Interaccion en Corrida 8, Rango 1/100: se aprecia
un acercamiento de la mejor interaccién en esta corrida. Los enlaces destacados
son descritos a continuacion: GLU172-ASN300, GLY173-THR303, LEU174
mediante puente de hidrogeno a ARG304, TYR176-SER306, ILE307. El segmento
V3 de gp120 ha sido ilustrado en color azul y en esquema Ribbons, el segmento
ECL2 de CCR5 ha sido descrito en color gris y también en esquema Ribbons. Las
interacciones han sido sefialadas con esferas y los puentes de hidrégeno con

lineas punteadas verdes.
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Detalles de la Corrida 8

Tabla No.14: detalles de la Corrida 8, Rango 1/100

Propiedad Rango1/100
Energia de enlace 5.97 Kcal/mol
Energia Intermolecular -7.15 Kcal/mol
Energia Interna : 0.0 Kcal/mol
Energia Torsional : 13.13 Kcal/mol
Energia Extendida de No Enlace 0.0 Kcal/mol
Cluster RMS: 0.0

Ref RMS: 20.2

RMS: Root Mean Square (raiz cuadratica media)

Cluster RMS: Indica la posicién referente a la agrupacién de soluciones que se le solicita al

programa, en esta situacion no se le asigné ningun valor.
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Grafica No.21:

Gréfica No. 21- Ay B- Vistas laterales del la unién propuesta entre gp120 de VIH-1
al correceptor CCR5. Es posible observar que la conformacién del segmento V3
ha cambiado, que el segmento N-terminal de CCR5 esta enlazado a la region
V1/V1 cercana a la hoja de enlace en gp120, y que en el caso del segundo
segmento extracelular el enlace ha ocurrido a través de los aminoacidos 304-320
de la regiéon V3 en gp120.
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9.Discusion

El analisis de cambios conformacionales que sufren los aminoacidos del segmento
V3 durante el enlace del complejo CD4-gp120 a CCR5 para formar el complejo

CD4-gp120-CCRS5, supone al menos tres estados:

Un estado de no enlace que es complejo CD4-gp120, el cual es un complejo
intermediario proveniente del cambio conformacional sufrido durante el enlace de
CD4 a gp120, dichos cambios conformacionales han sido analizados previamente

(159).

En el segundo estado, es un estado intermediario en el que comienza la
interacciéon de CCR5 con gp120-CD4 y donde ocurren cambios conformacionales
que inducen la formacién del complejo CCR5-gp120-CD4. Para describir tales
cambios se debe contar con un amplio conocimiento de la situacion de los

aminoacidos en gp120 que se disponen a interactuar con CCR5.

El ultimo estado es el estado de enlace o post-enlace que se caracteriza por la

formacién del complejo estabilizado CCR5-gp120-CD4.
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Esta propuesta esta de acuerdo con el trabajo desarrollado por Liu S.Q. et al.
(2003) que es el unico dato publico que reporta una interaccién teorica del
complejo gp120-CD4 con CCRS5 en la serie de archivos 1OPT.pdb, 1TOPW.pdb y
10OPN.pdb en los que se describen tres estados desde el de no enlace de CCR5,
un intermediario y una conformacién post enlace, estos archivos se encuentran en

Protein Data Bank (189, 190)

9.1 Esquema Estructural Desarrollado del complejo CD4-gp120

El Dominio 1 de CD4 es recibido en el interior del nucleo de gp120 donde forma la
“cavidad fenilalanina” , enlace que obliga a mover la mayoria de los segmentos de
gp120, entre ellos el segmento B3-B5 descrito por Sophia Rits-Volloch et. al.
(2006) por ser importante para la exposicion de V1/V2 entre el estado ligado y no

ligado de gp120.

El complejo CD4 - gp120 posee una conformacién aceptable como intermediario
para la formacion del complejo CCR5-gp120-CD4, y estd caracterizada por una
exposicion del sistema V1/V2 perpendicular al segmento V3 que se proyecta 27
Amstrongs lejos de la base donde se encuentra la hoja puente (o la también
llamada hoja enlace). Estos datos han sido confirmados con los reportes de Liu
S.Q. et.al. (2003), en los cuales se establece una distancia de 30 Amstrongs de
proyeccién desde el nucleo de gp120 hasta la cresta de su regién V3. Los tres
Amstrongs de diferencia entre estos reportes no se consideran una diferencia

significativa si se toma en cuenta que la region V3 tiene al menos dos regiones
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altamente flexibles, las cuales ha descrito Chin-Chin Huang y sus colaboradores
(159,190).

Grafica No.22:

Descripcién del complejo CD4-gp120

A- Esquema que muestra el enlace entre CD4 y gp120, se resalta la PHE43, por
ser el aminoacido esencial que le da el nombre a la cavidad formada en este
enlace. Ademas se realzan los aminoacidos TRP427 y ASP474 de gp120 que
poseen una relacion estérica importante para el enlace con PHE43 de CD4. CD4

se representa en gris, gp120 en morado.

B- Representacion del calculo del area superficial del complejo CD4-gp120. CD4
se presenta de color blanco. Gp120 se presenta en color blanco con manchas
azules y rojas que representan las regiones electropositivas y electronegativas de

la glicoproteina.
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9.2 Determinacion del Area de Interaccién de gp120 con el Correceptor
CCRS5 de los Linfocitos T, CD4+

Para recrear el contexto en el que se encuentra el complejo gp120-CD4 previo al
enlace del correceptor CCR5 se realizaron una serie de mediciones llamadas

“Corridas” cuyos resultados se interpretan a continuacién.

Corrida 1 y Corrida 2

En estas corrida se evalué la interaccién de CCR5 (aminoé&cidos del 7-15) con las
areas de gp120-CD4 descritas como reactivas, las graficas No.13 C y D muestran
las mejores conformaciones encontradas para esta corrida. En la grafica No.13 C-
se observa que CCR5 7-15 se ha enlazado en medio de las tres regiones mas
activas de gp120, donde sobresale TYS14 que forma un puente de hidrégeno con
LYS305 que esta en la region V3, lo cual provoca la expansion del ligando desde

V1/V2 hasta V3.
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Es conveniente comparar las energias desplegadas por las corridas 1 y 2, para
analizar las situaciones de las conformaciones mas estables:

Tabla No. 15: Comparacion entre las Corridas 1y 2

Propiedad C1 R1/100 C1 R2/100 C2 R1/100 C2 R14/100
Energia de enlace -3.77 Keallmol | 5 49 kcal/mol | -2.95 Kcal/mol | -1.3 Kcalimol
E. Intermolecular -9:25 Kealimol | g 44 kcal/mol | -8.2 Kcal/mol -5.7 Kcal/mol
Energia Interna | 42 Kealmol | 13 94 kcalimol | -6.09 Kcalimol | -6.94 Kcal/mol

10.43 Kcal/mol

Energia Torsional 10.43 Kcal/mol | 11.34 Kcal/mol | 11.34 Kcal/mol

E. Ext. de No Enlace | “0-47Kcallmol 1 g 47 wealimol | 0.0 Kcalimol | 0.0 Kcal/mol
Cluster RMS: 0.0 0.0 0.0 0.0
Ref RMS: 72 72 11.84 8.99

CxRy/100: Corrida x, Rango y de 100
E. Ext. De No Enlace: Energia Extendida de No Enlace
RMS: Root Mean Square (Raiz Cuadrada Media).

Cluster RMS: Indica la posicién referente a la agrupacién de soluciones que se le solicita al
programa, en esta situacion no se le asigné ningln valor.

Se observa en la tabla que C1R1 es quien libera mas energia de enlace
( -3.77Kcal/mol) y quien posee también mejor liberacion de energia intermolecular
(-9.25 Kcal/mol), seguido por C2R1 con -8.2 Kcal/mol de energia intermolecuar,
ambas corridas 1 necesitan menos energia para realizar una torsion (10.43

Kcal/mol).

Si la posicidén de enlace de los aminoacidos 7-15 en la region N-terminal de CCR5
es la que indica la Corrida 1, Rango 1, entonces seria necesario plantearse la

situacion en la que deberia de entrar el segundo segmento extracelular de CCR5
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para contactar con el segmento V3 de gp120, ya que como se observa en la
Tabla No.18 en la Corrida No.8 las mejores posiciones reactivas de ECL2 en
CCRS5 contra V3 en gp120 se encuentran en la misma regién que en la Corrida 1
Rango 1, en otras palabras, CCR5 7-15 desplazaria por impedimento estérico a
ECL2 en CCRY5, lo cual seria posible si la energia global de enlace fuera menor,
pero los enlaces de ECL2 de CCR5 a otras regiones de V3 en gp120 como la
cresta de V3 por ejemplo, aumentan hasta 3 y 4 veces su valor de energia de

enlace como se observa en las corridas posteriores.

Datos adicionales que genera el mismo programa Autodock se presentan a
continuacion para C1R1 y C2R1;

Tabla No.16: Datos adicionales de las Corridas 1y 2

Propiedad C1R1/100 C1R2/100 C2R1/100

Eficiencia del ligando -0.07 Kcal/mol -0.06 Kcal/mol -0.05 Kcal/mol
Constante de inhibicién 1.12 mM 4.63 mM 6.87 mM

Energia Interna total -11.42 Kcal/mol -13.94 Kcal/mol -6.09 Kcal/mol
Energia interna del ligando -5.61 Kcal/mol -7.73 Kcal/mol -4.14 Kcal/mol
Energia Interna del Receptor 5.61 Kcal/mol -6.02 Kcal/mol -1.94 Kcal/mol
Energia Electrostatica -4.26 Kcal/mol -1.61 Kcal/mol -3.14 Kcal/mol

CxRy/100: Corrida x, Rango y de 100

Estos datos confirman que C1R1 es la mejor conformacion encontrada en estas
dos corridas, aunque el indice de eficiencia del ligando (que es una relacién
energética total del contacto del mismo con la molécula receptora) es menor para

C1R1 que para C2R1, la energia interna total del sistema es casi 6 Kcal/mol



139

menor en la comparacion de ambos rangos, asi como la energia interna del

ligando en C1R1 que confirma este dato.

La Corrida 2 ha desplegado una serie de interacciones donde la mayoria de las
mejores soluciones se basan en un contacto de CCR5 7-15 con las posiciones
aminoacidicas 322-432 en gp120, y todas estas interacciones son finalmente
menos favorecidas energéticamente (en lo que a energia de enlace se refiere) que

las interacciones desplegadas en la Corrida 1.

C1R2 es una solucién notable en la que se establecen interacciones entre TYR15-
LYS205, TYS14-PRO306 y ASN13 que permanece estabilizando a la relacién
TYS14-PRO206, resultado que es coherente por lo reportado Liu S.Q. et.al. (2003)
(190).

Este resultado de C1R1, donde se establece la interaccion de CCR5 7-15 cercana
a V3, también puede ser comparado con los resultados reportados por Chin-Chin
Huang, quien apoya el hecho de que CCR5 7-14 interactia plenamente con V3 y
su base, siendo fuertemente atraido CCR5 7-15 por la regién de la hoja de enlace

y sin tener una interaccion significativa con el sistema V1/V2.

En cambio, el estudio de Liu S. Q. etal. (2003) en su experimento de modelaje
molecular teérico se establece que el segmento CCR5 7-15 interactia en pleno
con el sistema V1/V2 y es fuertemente atraido por la hoja de enlace, pero

permanece CCR5 completo en un contexto que explica también la interaccién que
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CCRS5 tiene con gp120, en este archivo 1OPW.pdb la interaccién del segmento

ECL2 de CCR5 con V3 no es propuesta pero si sugiere su orientacién.

Basandose en los reportes anteriores y tomando en cuenta los resultados

obtenidos en la presente evaluacion, se puede inferir lo siguiente:

1- que definitivamente la region de la hoja de enlace ejerce una atraccion muy

fuerte sobre CCR5 7-15.

2- que la seccion V1/V2 atrae a CCR5 7-15 y es capaz de orientar y muy
probablemente es capaz de formar un complejo estable V1/V2 y hoja de enlace
con CCR5 7-15, siempre y cuando guarde una légica conformacional y energética

con todo el correceptor CCR5.

3- En cuanto al segmento V3, se sugiere que podria actuar como un orientador,
puesto que LYS305 forma un importante puente de hidrogeno con TYS14 de
CCR5, pero para afirmar dicha interaccién es necesario observar primero el

comportamiento de la segunda regiéon extracelular de CCR5.

4- El papel de ARG440 en la hoja puente es sumamente importante para la
atraccién del correceptor y probablemente para su enlace también, el problema en

el andlisis al rededor de ARG440 es que es una arginina tan activa que atrae por
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igual a ECL2 como se vera mas adelante, lo que hace necesario utilizar mas datos

para concluir certeramente cual es su interaccion formal.

Es importante hacer notar que aunque el segmento N-terminal 7-15 de CCR5 no
interactia directamente con V3 e incluso con la hoja puente, el simple
acercamiento de CCR5 7-15 a esta region puede tener la energia potencial
necesaria para activar las conformaciones necesarias en el segmento V3 y en la
hoja de enlace, lo cual prepararia a estas regiones para interactuar con cualquier

otra region en CCR5.

Corridas 3,4y 5

En estas corridas se evalud la interaccion de ECL2 con todas las regiones activas
gp120 concernientes a CCR5, la diferencia entre estas corridas fue el nivel de
torsiones y grados de libertad en la rotacion de los enlaces en ECL2. En la Corrida
3 no se permitié torsiones aleatorias significativas. En la Corrida 4 si se permitié
las torsiones de la cadena peptidica para analizar a fondo la funcidon de los
aminodcidos del segundo segmento extracelular de CCR5 que son descritos junto
a los aminoacidos de la regién N-terminal como los més importantes en CCR5
para su interaccién con gp120. En la Corrida 5 la cadena peptidica de ECL2
permanecié fija mientras que a las cadenas R laterales se les otorgd torsiones
flexibles y ademdas se observo su interaccion especifica con la hoja de enlace y
con el segmento V1/V2 de gp120. Los resultados obtenidos son analizados a

continuacion:
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Gréfica No.23: Interaccion en la Corrida 3, Rango 1

— N

Interaccion en la Corrida 3, Rango1: Se puede observar que para la Corrida 3 el
resultado ha sido invariable al analizar las 100 soluciones propuestas por
Autodock para esta corrida, se observd que la mayoria coincidia con la posicidén
que se muestra en C3R1/100, lo cual sugeriria como unico punto de enlace a la
hoja puente y a la region V1/V2 en gp120. Sin embargo al observar los datos de la
relacion energética que desarrolla C3R1 llama la atencién la relativamente baja
energia de enlace comparada con los resultados obtenidos en la Corrida 4.
Ademas es necesario recalcar que mientras que en C3R1 se ha obtenido una
energia de enlace de -1.41 Kcal/mol, en las Corrida 1 Rango 1/100 y Rango 2/100
(C1R1/100 y C1R2/100) la energia de enlace fue de -3.77 y -3.19 Kcal/mol
respectivamente y en la misma region, lo cual da en todo caso una clara
preferencia al enlace de la regién CCR5 7-15 N-terminal por sobre el segmento
ECL2 en cuanto a la hoja de enlace y a la regién V1/V2 se refiere, suponiendo que
por impedimento estérico entre las regiones ECL2 y CCR5 7-15, ECL2 ha de

orientarse a una probable interaccion con V3 o bien puede ser que la region CCR5
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7-15 sufra un desplazamiento de la hoja de enlace hacia V1/V2, justificado este
movimiento en una mejora en la relacidbn de energia de enlace total de la

interaccién completa entre gp120 y CCR5.

Es necesario recordar que no es el fin prioritario de este estudio determinar las
posiciones de enlace exactas entre gp120 y CCR5 pues estos estudios ya han
sido realizados, pero si es el fin de esta investigacion plantear un mecanismo de

reaccion entre la regién V3 y CCR5 lo cual conlleva los presentes analisis.

Tabla No.17: Comparacion entre las Corridas 3,4y 5

Propiedad C3R1 |C4R1 |C4R2 |C4R3 |C4R4 |C4R8 |C4R9 |C5R1 | C5R2
Energia Enlace 147 |-458 |-422 |-368 |-357 -2.86 |-283 081 04
, 7.76
Energia Intermolecular -6.74 |-6.14 |-7.96 |-6.9 -548 |-3.85 |-3.65 -6.81
Energia Interna 786 |-1157 |-939 |-0.91 |-11.22 |-12.14 |-12.3 | 17| 607
o 13.13
Energia Torsional 1313 |13.43 [13.13 [13.13 1313 1313 |13.13 13.13
Energia Extendida de No Enlace |00 0.0 (0.0 (00 |00 100 100 %0 loo
Cluster RMS 00 100 |00 |00 |00 |00 |00 |00 | 00
Ref RMS 724 |662 (1554 |121 (967 582 |96 |72 | 72

CxCy: Corrida x, Rango y/100

Todas las energias han sido medidas en Kcal/mol

RMS: Root Mean Square (Raiz Cuadrada Media).

Cluster RMS: Indica la posicion referente a la agrupacion de soluciones que se le solicita al
programa, en esta situacion no se le asigné ningun valor.

La tabla No.8 es una comparacion de datos donde C3R1 pertenece a una

interaccion de gp120 con un ECL2 rigido mientras que los demas datos C4
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pertenecen a un ECL2 flexible en su cadena peptidica y los datos C5 a una

interaccion de ECL2 flexibles en su cadena lateral R.

C4R1 se ha distribuido entre las tres regiones mas reactivas de gp120 (hoja de
enlace, V3 y V1/V2) mostrando dos puentes disulfuro entre CYS178 de ECL2 y
CYS205 de gp120, ademas de un puente de hidrégeno importante entre ARG440
y TYR176, teniendo invadida la regién V3 por impedimento estérico, lo importante
de esta corrida es observar la estabilidad del enlace adquirido por la formacion de
los enlaces antes mencionados, siendo de importancia para ECL2 CYS178 y

TYR176.

Tanto las conformaciones observadas en C4R1 como en C4R2 son poco
probables como se ha sefalado, por el impedimento fisico que representa para
ECL2 en contexto con CCR5, el caso de C4R2 se considera un ejemplo de dato
descartable, puesto que ni su conformacidén es real, ni tampoco su interaccidn

quimica esta ubicada en los sitios de interés.

En el caso de C4R3 es interesante observar el posicionamiento que alcanza
nuevamente CYS178 con CYS205, en donde a pesar de que segun la grafica
No.14 D- no se reporta una interaccion directa entre estos aminoacidos, estos
quedan bien orientados, ademas solamente se han aplicado movimientos
torsionales a las cadenas peptidicas de ECL2 y no a sus cadenas R laterales, lo
cual implica que en una interaccion real es probable el contacto directo entre estas

cisteinas.
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En cuanto a C4R4 es posible observar nuevamente el papel que desarrolla
CYS178 sobre ARG440, aminoacidos que presentan un contacto distante que
contribuye a la estabilidad del conférmero, luego es posible distinguir interacciones
importantes en la region de aminoacidos GLN170, LYS171, GLU172, GLY173 con
la region de V3 TYR318, THR319, GLY321, GLU322, donde ademas se guarda en
ECL2 una conformacion arqueada semejante a la presente en ECL2 en estado
nativo, lo cual realza su importancia como posible solucién a la interaccién real

entre ECL2 y V3.

C4R8 fue escogida por su conformacién arqueada que es muy similar a la
presente en ECL2 en su estado nativo, es aln mas semejante que su homologa
C4R4 discutida previamente, de hecho la posicion en la que se presenta respecto
a gp120 es como la que se esperaria que tuviera en una interaccion real, e
interactua directamente con la regién V1/V2 de gp120, sin embargo su energia de
enlace es la menor de todas las presentadas en esta serie de la Corrida 4, y su
energia interna (-6.13 Kcal/mol °) es una de las mas estables de todas las
conformaciones presentadas lo cual es interpretable como una confirmacion de la

estabilidad de la conformacion nativa.

C4R9 también fue escogida por su gran relacion conformacional con el estado
nativo de ECL2, sin embargo se encuentran dos obstaculos en esta solucién, uno
es la interaccion directa entre ECL2 y V3, en este Rango CCR5 sufre mayor
impedimento estérico, el otro obstaculo es la dificil orientacién en la que se obliga

al correceptor CCR5 a interactuar, lo cual va de la mano con la relativamente baja

?Dato no presentado en tablas, fue calculado por el programa Autodock 4.01
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energia de enlace alcanzada (novena posicién de 100 en esta corrida). La energia

interna del ligando es -7.04 Kcal/mol °.

C5R1 posee una de las energias de enlace mas bajas dentro de este grupo de
comparaciones, los datos aportados por C5R1 y C5R2 apuntan al hecho de que
definitivamente el segundo segmento extracelular ECL2 de CCR5 no tiene una
interaccién real con el segmento V1/V2 de gp120 lo cual crea una concordancia

con el trabajo presentado por Liu S. Q. Y sus colaboradores en 2003 (190).

Unicamente es necesario recalcar en esta corrida que C5R1 y C5R2 tienen
ligandos ECL2 con cadenas peptidicas rigidas lo cual presenta cierta desventaja
en este modelo de enlace teorico respecto a una interaccién real, aunque en tal
caso, la Corrida 4 demostr6 ampliamente que de igual manera el area de V1/V2

era de bajo interés para la seccién ECL2 de CCR5.

En un resumen de las corridas 3,4 y 5 se puede decir que las conformaciones
C4R4 y C4R9 sobresalen demostrando que a pesar de la absoluta movilidad de la
cadena peptidica concebida a ECL2, las mas bajas energias conformacionales de
este ligando calzan con la conformacién del estado nativo de ECL2 y en
interaccidén con V3, hecho que es de suma importancia. Otras energias de enlace
mas bajas han sido obtenidas en las regiones V1/V2 y la hoja de enlace, pero sin
una conformacion estructural l6gica en ECL2, y en las corridas C3R1 donde la
conformaciéon de ECL2 no varia, se han reportado energias de enlace menores a

-1.41 Kcal/mol.

?Dato no presentado en tablas, fue calculado por el programa Autodock 4.01
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Por otro lado la Corrida 5 sirvié para constatar la baja competitividad que presenta
el segmento ECL2 en una interaccién directa con V1/V2 tomando en cuenta que

se trata de un modelo de enlace tedrico.

Corridas 6y 7

Las Corridas 6 y 7 estuvieron orientadas a encontrar interacciones especificas
entre las regiones activas de CCR5 y el segmento V3, para lo cual se tomé
Unicamente este segmento de gp120 y se hizo enlazar a las dos regiones
extracelulares mas importantes de CCRY5, la region N-terminal y ECL2, con lo cual
se busca en primer lugar confirmar las soluciones obtenidas en las corridas
anteriores, y en segundo lugar poder realizar una interaccién directa de V3 en un
modelo ideal libre de cualquier impedimento estérico que pueda provocar la

conformacioén nativa o no nativa de gp120.
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En la tabla proxima se presenta una comparacion de los resultados obtenidos de

las evaluaciones de ambas corridas:

Tabla No.18: Comparacion entre las Corridas 6y 7

Propiedad C6R1 C6R13 C6R14 C7R1 | C7R13
Energia de enlace 11500000.0 | 11500000.0 |11500000.0 | 22.12 |22.43
Energia Intermolecular |-4.06 -3.04 -2.12 -7.16  |-7.3
Energia Interna : 11500000.0 | 11500000.0 |11500000.0 | -0.4 -0.39
Energia Torsional : 30.13 30.13 30.13 30.13 | 30.13
E. Ext. de No Enlace  |0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Cluster RMS: 0.0 0.0 0.0 0.0 0.88
Ref RMS: 28.64 28.64 25.88 16.46 |16.38

CxRy: Corrida X, Rango y/100

RMS: Root Mean Square (Raiz Cuadrada Media)

E. Ext. De No Enlace = Energia Extensible de No Enlace

Todas las energias estan medidas en Kcal/mol

Cluster RMS: Indica la posicién referente a la agrupacién de soluciones que se le solicita al
programa, en esta situacion no se le asigné ningun valor.

En la Corrida 6 la energia de enlace y la energia interna de todas las soluciones
fue 11500000.0, dato que es incoherente por lo cual se descarta, el motivo que
pudo ocasionar este error es una mala posicién de la malla electronica, lo cual
obligaria a que durante las interacciones el ligando topara con la malla,
circunstancia en la cual, estos datos pueden encontrar una explicaciéon. Sin
embargo es posible evaluar las comparaciones mediante la energia intermolecular
desplegada, en tal caso, la Corrida 6 rango 1 es la solucién energética mas
favorable, pero su posicidn fisica esta fuera de contexto respecto a la interaccién

propuesta previamente por Liu S. Q. et. al. 2003. (Observar la Grafica No. 18:C).
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La Gréfica No.18: D ofrece mayor detalle acerca de esta interaccion donde lo
importante es observar como actua la cresta de V3 gp120 con ECL2, si bien esta
no es necesariamente la solucion acertada al enlace V3-CCR5, bien puede ser
una sugerencia del tipo de interaccién que desarrollan ambos segmentos siendo
liderados por PRO169 que se encuentra en la parte superior del segundo
segmento extracelular, al igual que PRO183 y TYR184 por parte del mismo
segmento, que entran en contacto con TYR318, ILE309 y PRO313 de V3

respectivamente.

En C6R13 se puede observar que la interaccion se encuentra localizada hacia la
parte media de V3 principalmente por los aminoacidos GLY 321, TYR 318 y
GLY314 que reaccionan con los aminoacidos de CCR5 HIS175, LIS171, ARG168.
Esta es la primera interaccion coherente en el contexto del complejo CCR5-gp120-
CD4 encontrada en la Corrida 6 y es necesario recalcar que se encuentra en la
posicion 13 en relacidén a la energia interna, lo que hace necesario realizar mas
andlisis para corroborar este dato. Los datos de la Corrida 6 por tanto deben ser
analizados en conjunto con la corrida 8 en la cual se tomd Unicamente a los
segmentos V3 de gp120 y ECL2 de CCRS5 en una interaccion ideal que utilizé a V3

como ligando y a ECL2 como receptor (ver el andlisis de la corrida 8).

En C6R14 la interaccidbn es sumamente semejante a la desplegada en C6R13,
donde resalta el hecho de que a pesar de que hay una mayor interaccion entre V3
y ECL2, disminuye la cantidad de energia intermolecular liberada siendo de -2.12

Kcal/mol en comparacién a -3.04 Kcal/mol desplegadas por C6R13. Las
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interacciones en C6R14 son: ARG304 - HIS175; ILE323-HIS175, GLU322-HIS175,
THR320-LYS171, ASN308-GLN170 (Observar la Gréafica No.18: F).

En cuanto a la corrida 7, las soluciones tomadas C7R1 y C7R3 ayudaron a
entender los resultados encontrados por Chin-Chin Huan et.al. (2005), en los que

se establece una interaccion entre CCR5 7-15 y el segmento V3.

C7R1 es en efecto la conformacién mejor favorecida en cuanto a energia de
enlace, pero al analizar la posicién de V3 en contexto con CCR5 se observa que
V3 se interna en la region de membrana de CCR5 lo cual no debe suceder, y
ademas la region N-terminal de CCRS5 se incrustaria en el nucleo de gp120 lo cual

no ha sido reportado.

C7R3 establece una solucién interesante en la que V3 no solamente interacciona
con el segmento N-terminal de CCR5 sino también con el primer segmento
extracelular , en una regidn que esta muy cerca de la propia region intracelular de
CCR5 pero no en ella. Esta solucion despliega una energia de enlace de 22.43
Kcal/mol lo cual es un nivel de energia considerable en comparacion a las corridas
anteriormente evaluadas, e implica que el ligando y el correceptor deben absorber
esta energia para formar los enlaces y puentes de hidrégeno referentes a su
interaccién, lo cual es posible dentro del medio celular, pero no es favorable
energéticamente, este punto es de ser tomado en cuenta durante la evaluacion de
la Corrida 8 antes de albergar una conclusion. Las interacciones que se observan
en la Gréafica No. 19: D son THR303,LYS305, ILE309 - TYR3; GLY314- LEU277;
ARG315-SER272, ASN278; PRO313-ASN273.
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Corrida 8

En la corrida numero 8 fue evaluado el papel de ECL2 al interaccionar con V3 en
un modelo tedrico ideal, lo cual significa que no se han tomado en cuenta ninguna
de las otras secciones de ambas proteinas, unicamente se trata de esclarecer el
papel especifico de V3 en ECL2 de CCR5, para lo cual se disefiaron dos mallas
electronicas que cubrieron por completo a V3 que fue el receptor de la interaccién,

mientras que ECL2 permanecié como ligando.

El resultado de ambas mallas fue el mismo, por lo que 200 interacciones se
pueden resumir a una representativa, lo cual fortalece dicha respuesta, y es

presentada en la grafica No.20: C.

La tabla de energias relacionadas a C8R1 muestra una energia de enlace de 5.97
Kcal/mol, que es considerablemente mas baja que las 22.43 Kcal/mol requeridas
en C7R13 o C7R1, sin embargo, las circunstancias de interaccion no son las
mismas puesto que en las otras corridas si se encuentran por completo al menos
una de las proteinas que intervienen, por lo que conviene hacer un resumen

comparativo de las interacciones de otras corridas semejantes a la Corrida 8:
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Tabla No.19: Comparacion entre las corridas relacionadas con la interaccion entre ECL2

de CCR5y V3 de gp120

Propiedad C8R1 |C7R3 |C6R13 C6R14 C4R4/100 C4R9/100
Energia de enlace 5.97 22.43 | 11500000.0 | 11500000.0 |-3.57 -2.83
Energia Intermolecular | -7.15 |-7.3 -3.04 -2.12 -5.48 -3.65
Energia Interna : 0.0 -0.39 11500000.0 | 11500000.0 | -11.22 -12.3
Energia Torsional : 13.13 | 30.13 | 30.13 30.13 13.13 13.13

E. Ext de No Enlace 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Cluster RMS: 0.0 0.88 0.0 0.0 0.0 0.0

Ref RMS: 20.2 16.38 |28.64 25.88 9.67 9.6

RMS: Root Mean Square (Raiz Cuadrada Media)

Todas las energias han sido estimadas en Kcal/mol.

E. Ext de No Enlace: energia extendida de no enlace.
Cluster RMS: Indica la posicion referente a la agrupacion de soluciones que se le solicita al
programa, en esta situacion no se le asigné ningun valor.

Diferencias entre las corridas que se presentan en la Tabla No.19:

C4: ECL2 es flexible en cadena peptidica y se presenta contra gp120 completo

C6: V3 rigido contra ECL2 en CCR5 completo y rigido también

C7: V3 rigido contra N-terminal en CCR5 completo y rigido también.

C8: V3 rigido contra ECL2 en un modelo tedrico ideal.

En la Tabla No.19, la Corrida 7 demuestra facilmente que posee una desventaja

energética respecto a las demas corridas en la tabla. Incluso la comparacion entre

la Corrida 7 rango 3 contra las dos Corridas 6 Rangos 13 y 14 aventajan a la

Corrida 7 en cuanto a la Energia Intermolecular desplegada (por una diferencia de

4 y 5 Kcal/mol) lo que deja en claro que el segmento N-terminal en CCR5 es
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desplazado en la competencia de enlace de las dos regiones de CCR5 por V3 de

gp120 en funcién de la formacién de un complejo energéticamente estable.

En una comparacion entre las Corridas 6 y 8 se puede obtener datos para aclarar
los puntos exactos en los que reaccionan la regién V3 de gp120 con ECL2 en el
correceptor CCR5, apoyandose también en los datos que aporta la Corrida 4 que
deben de describir los detalles minimos de las conformaciones que se deben de
alcanzar en ambas regiones. C6 y C8 deben ser coherentes en la interpretacion de
esta conformacion. La conformacion mas favorecida energéticamente de estas
interacciones es C8R1 cuyas interacciones en las posiciones 300-307 de la region
V3 se dan con los aminoacidos 172-176 de ECL2, lo cual es muy semejante a la
interaccién que muestra C6R14 con enlaces entre las posiciones 302, 304 y 308
en V3 que entra en contacto con las posiciones 169, 170, 171 y 175 de ECL2, lo
cual indica que la regién media de V3 dominada por los aminoacidos 300-308 es la
encargada de realizar una interaccidn especifica y muy probablemente los
aminoacidos 314 y 315 que se encuentran en la cresta del segmento V3 sean los
encargados de la orientacion primaria durante el enlace del segmento V3 a al
segmento ECL2 asumiendo que exista un enlace posterior formal. Lo cierto es que
la regla 11/25 establece un reconocimiento entre cepas X4 y R5 y sus respectivos

correceptores.

11/25 se refiere a las posiciones 306 y 322 en V3 de gp120 en el archivo CDA4-
gp120 (las posiciones variardn segun la cepa de VIH utilizada) y establece que si
estas posiciones estdn cargadas positivamente, el virus usara el correceptor

CXCR4; en cualquier otra combinacion utilizara el correceptor CCR5 (Chin-Chin



154

Huang). Ambas posiciones (306 y 322) se encuentran en la region media de V3
que ha sido determinada como epitopo de reaccién por C6R14, en los rangos de
la Corrida 6 no se detalla tal interaccién exactamente, pero es necesario recordar
gue ambas cadenas laterales R en la Corrida 6 permanecieron rigidas. Un analisis
grafico de las interacciones de Van der Walls de ambas cadenas demuestra que
en efecto, en la corrida 6, rangos 13 y 14 no existe una interaccién en los
aminoacidos de posiciéon exacta 306 y 322, pero si hay interacciones para C6R1
en309/318; para C6R13 en 314, 321 y para R6C14 304, 308, 320 y 323. Una
razdn probable de esta inexactitud es la rigidez conformacional a la que estan

limitadas las interacciones en el programa Autodock 4.
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Gréfica No.24: Andlisis de las interacciones moleculares en C6R13, C6R14 y C8R1
A- B-

ASN300

A- Imagen que detalla las

GLU7Z _ - ARGH04 0%

interacciones moleculares en
C6R13.

B- Imagen que detalla las SER306

) . TYRI76
interacciones moleculares en

C6R14.

ILE307

C- Imagen que detalla las

interacciones moleculares en C8R1.
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En C8R1 si existe una interaccion directa de SER306 con ECL2, C8R1 tiene una
interaccién con V3 muy completa, lo cual debe ayudar a la gran estabilidad en la

que resulta su energia de enlace.

Tampoco se descarta la posibilidad de que las posiciones 306 y 322 en el
segmento V3 orienten al segmento ECL2 de CCRS5 durante el proceso de enlace
sin la obligatoriedad de que exista una interaccion especifica en el complejo final,
pues al parecer otros aminoacidos como los presentes en la cresta del segmento
ECL2 tienen una funcion de orientacién también antes que de enlace, y hay que
recordar que precisamente los aminoacidos que se encuentran en la cresta del
segmento V3 (la secuencia PGRAFY) son los mas invariables de esta region

variable.

En resumen para la Corrida 8, se puede describir a la secuencia de aminoacidos
300-308 en la region V3 de gp120 como los responsables de la interaccion directa
con la region ECL2 presente en CCR5, lo cual permite interpretar también que
deben existir en la regién V3 otros aminodacidos cuya funciéon es orientar al
segmento ECL2 durante el proceso de enlace. Ademas es necesario observar que
es posible la formacion de mas de un tipo de enlace en V3 dada la alta reactividad
que presenta esta regidn esencialmente en las posiciones ya mencionadas
300-308, pero ademas en las regiones 317-324 la cual es una regién altamente

flexible.
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Por otra parte lo anterior implica que la regién N-terminal debe ser la encargada de
reaccionar directamente con las regiones de hoja de enlace y V1/V2 presentes en
gp120 de VIH-1, encontrando como principales regiones reactivas ARG440 y los
aminoacidos en posicion 208-200 quienes entran en contacto con los aminoacidos

de CCR5 7-15.

Un analisis minucioso entre las gréficas de las interacciones en C8R1 y C4R4,
ambas referentes al encuentro entre ECL2 de CCR5 y V3 de gp120 en complejo
con CD4, muestran dos sitios esenciales de reaccidn, uno, el ya discutido en C8R1
donde los aminoacidos participantes de V3 son la region 300-305, en el otro caso
C4R4 muestra una regién opuesta de interaccion en V3, la regién 318-322 y 305.
En C4R4 se ha permitido la flexibilidad absoluta de la cadena peptidica de ECL2, y
eso explica también las bajas energias de enlace obtenidas referente a esta
corrida, aunque la energia intermolecular no ha sido mejor que en C8R1, la
energia interna (-11 Kcal/mol contra 0.0 Kcal/mol desplegadas en C8R1) se
explica también por la misma flexibilidad concedida en la libertad de torsiones a
esta cadena peptidica ECL2 en C4R4, pero esto también la aleja un tanto de la
realidad conformacional posible para ECL2. La corrida 4 se disefid con el objetivo
de observar las preferencias de enlace particular de cada aminoacido en ECL2, y
esta informacién indica que las mejores interacciones en ECL2 las tienen las
posiciones aminoacidicas 169-173 que han sido una regién de alto contacto, por lo
que es de esperarse que en una interacciéon real de ECL2 contra V3, esta sea la
region que busque interactuar con V3 de gp120, de hecho, al observar C8R1 los
aminoacidos que interactuaron por parte de ECL2 fueron las posiciones 172-174 y
179, lo que confirma que el par 172-173 de ECL2 es sumamente importante en su

reaccion para estabilizar el producto complejo ECL-V3. Por otro lado, en V3 de
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gp120 el amino&cido LYS305 ha sido el unico comun entre C4R4 y C8R1. Luego
se observa que las dos areas opuestas a lo largo de V3 son muy reactivas para
ECL2 alcanzando menor energia intermolecular C8R1 con el contacto en la region
300-305 en comparacion a C4R4 que presenta una interaccion en la regién
318-322 de V3 pero con una diferencia poco significativa, el impedimento en

realidad es de tipo conformacional para C4R4.

Observando nuevamente la regla 11/25 puede sugerir este dato que cuando las
posiciones 11 y 25 de V3 estan cargadas positivamente entonces la cepa se
comporta como X4 porque ECL2 puede arribar al choque con V3 por cualquiera de
los dos lados y encuentra la misma respuesta. Esta explicacion seria consistente
con el hecho de que, para cepas X4/R5, lo que sucede es que uno de ambos
aminoacidos en posiciéon 11 6 25 se encuentra cargado positivamente, de manera
que si ECL2 se acerca por el lado positivo, la cepa se comportard como X4,
mientras que si arriba por el lado negativo se comportard como R5, y si ambos
lados, el 11 y el 25 se encuentran cargados negativamente o neutro, la cepa que
reaccionaria seria unicamente R5. En conclusion en V3 existe mas de un sitio en
donde puede interactuar con ECL2, por lo que existe la formacién de diferentes

epitopos inducidos en V3 para los correceptores CXCR4 y CCR5 (194).

Esta conclusién permite proponer una mecanica de interaccién de V3 con ECL2.
Siendo consistente con los tres modelos teéricos planteados por Liu S.Q. Y sus
colaboradores, el segmento N-terminal es el primero en encontrar al segmento V1/
V2 y la hoja puente de gp120 comenzando la interaccion entre el complejo CD4 y
gp120, lo siguiente es el acoplamiento de esta cadena de aminodacidos, este

momento exacto seria un intermediario previo al entrar en contacto con el
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segmento ECL2 y segun la regla 11/25 y los argumentos previamente explicados,
podria encontrarse CD4-gp120 en un movimiento relativo a CCR5 al que se
encuentra semi unido por un pivote de giro que seria el segmento CCR5 N-
terminal unido a V1/V2, pero este movimiento de incertidumbre caracterizara la
proxima interaccion segun el lado en que arribe V3 al segmento ECL2 de CCRS5, el
cual también podria estar regido por el campo energético de los aminoacidos de la

region V3.

Al realizar una comparacién con los resultados obtenidos por Paul R. Gorry (2007)
(195) los aminoacidos importantes en V3 de gp120 son TYR308, ASP321/ILE317
(aparte de LYS442, GLU444 y TYR330 que estan en otras regiones de gp120).
Estas posiciones 308, 321 y 317 son semejantes a las reportadas en R6C1,
R6C13 y C6R14. Estos resultados sefalan que no hay una interaccion especifica
entre ECL2 y V3, pero si se puede decir que V3 no solo es altamente afin a ECL2
sino que parece estar disefado de tal manera que ofrece un epitopo de contacto
diferente segun la situacion en que se encuentra al enlazar a ECL2, distinguiendo
tres areas importantes en V3:

a- las posiciones 300-305,

b- las posiciones 307-308,

c- las posiciones 314-322.

El mismo trabajo de Paul R. Gory (2007) ensefa que las posiciones en V3 por él
estudiadas: 308, 317 y 321 no son ni suficientes, ni indispensables, por lo que se
propone que trabajan en conjunto para enlazar efectivamente a ECL2. En acuerdo
con este trabajo C6R14 es la Unica respuesta donde interactian en pleno las

regiones mencionadas y que a pesar de que la posicién fisica de V3 no sea
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probablemente la mejor respecto a ECL2, esta interaccion es la mas cercana a
una interaccion real donde participarian todas las partes aqui mencionadas, y que

ademas posee una energia intermolecular muy aceptable (-3.04 Kcal/mol).

9.3 Mecanismos de interaccién y de reaccion del segmento variable V3 de
gp120 con el correceptor CCR5

Los resultados obtenidos concuerdan con los desarrollados por el grupo de Liu
S.Q. En 2003, en este trabajo se describe cdmo el acercamiento del complejo
CD4-gp120 a CCRS5 se da por el extremo N-terminal de CCR5 el cual se encuentra
extendido hacia el espacio exterior de la membrana celular, por lo cual la serie de
aminodcidos que entran en contacto en primera instancia serian SER6 y SER7 -

VAL120 LYS121 LEU122 de gp120 (190).

Esta interaccion debe permitir el acercamiento de la ARG440 de gp120 en la hoja
de enalce, hacia TYS14 de la region N-terminal de CCR5 en una desprotonacién
del oxigeno del grupo sulfato que resulta en una resonancia sumamente estable
para el grupo sulfotirosilo, de la misma manera que para la arginina, estableciendo
un enlace salino. El efecto de esta interacciéon TYS-ARG debe desencadenar un
efecto domino que reorienta a un plegamiento de toda la seccién N-terminal en
CCRS5, obligandola a unirse cuando menos en las regiones 1-15 del correceptor
CCR5 a la regién V1/V2 de gpl120 liberando energia de enlace por las
interacciones de Van der Walls generadas y por la formacién de puentes de
hidrégeno. Este debe ser el momento crucial para el enlace en V3, puesto que
mientras que la region N-terminal se encuentra en plegamiento, V3 de gp120 se

esta acercando hacia el segundo segmento extracelular orientandose por el
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campo electrostatico generado en gran medida por la ARG315 que se encuentra
precisamente en la cresta de V3 que junto con PRO313 que son aminoacidos
potencialmente atractivos a algunos en CCR5 como LEU174. Una vez que el
acercamiento entre estos grupos cargados se da, ECL2 se debe reorientar en
busca de un enlace estable por medio de semi reacciones reversibles entre los
aminoacidos de ambas regiones hasta alcanzar un punto de equilibrio cambiando
la conformacion de los angulos dihedrales en los aminoacidos de la region

169-173 de ECL2 con la finalidad de estabilizar el sistema.

9.3.1 Mecanismos de Reaccion

Para las mejores soluciones encontradas que son: C8R1, C6R14 y las
interacciones descritas en C4R4, se presenta a continuacion un detalle de los
mecanismos de reaccion para determinar la estabilidad de los productos formados,
puesto que como se ha mencionado Autodock posee limitantes en la libertad de

rotacion de enlace.

9.3.1.1 Analisis de C4R4

C4R4 provee informacion importante para observar cuales interacciones entre V3
y ECL2 de CCR5 son las responsables del aumento de la estabilidad por
liberacién de energia de enlace entre estas secciones protéicas, por lo cual, se
detallan a continuacién los mecanismos de reaccién entre los enlaces sugeridos

por el programa Autodock.
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La Grafica No. 16 E muestra que existen interacciones entre TYR318 y LYS171
las cuales son producto de las fuerzas Van der Walls generadas por induccion
dipolo-dipolo inducido entre la amina de cadena lateral presente en LYS171 y el
carbono de cadena lateral de TYR318, segun lo propone el mismo programa
Autodock, que ademds sugiere interacciones entre el grupo hidroxilo de esta
tirosina y y la cadena carbonada de la lisina, sin embargo seria mas favorable para
la estabilidad del enlace si las interacciones se dieran entre las cadenas
carbonadas y entre los grupos polares de ambos aminoacidos como se sugiere a

continuacion:

TYR318 LYS171

esta incoherencia sugerida por el programa es producto de la rigidez de las

cadenas, que es la condicion asignada durante la Corrida 4.
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Ademas en C4R4 se puede observar que GLY321 interactia con GLU172
formando un puente de hidrégeno sefalado en la Grafica No.16 E como puntos
verdes. Estos aminodcidos también interactian en el oxigeno carboxilico de

GLY321 y el carbono alfa y el hidrogeno acido del mismo GLU172

N
R T o)
NH N =0
oF A
HO R
GLY321 GLU172

interaccion que se considera sumamente estable. También se observan choques
de orbitales moleculares entre GLU322 y la secuencia SER169-GLN170 los cuales
son descritos como una atraccién dipolo-dipolo entre los grupos R laterales de
GLU322 y SER169, ademas de probables fuerzas de atraccion de London
presentes entre GLU322 y GLN170.

OvHN

/\ R
R OH HO/}J\
)\(\/& Yo sER169

GLU322

GLN170
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Por otra parte se debe sefalar la doble interaccién que posee la GLY173, tanto
con el carbono electropositivo presente en THR319 como con la interaccion con la

amina de cadena lateral de LYS305.

CH, R

R ) ,
/‘\H\/—\ R P \ HIN
0 OH 2\/ S 0
NH
NH 0 “R HzN/\/\)\\%
r” R
THR319 GLY173 LYS305

9.3.1.2 Analisis de C6R14

En esta interaccion se observa que los grupos amino de ARG304 tienen una
fuerte atraccion con los nitrégenos presentes en HIS175 puesto que los protones
de ambos generan las cargas parciales positivas que atraen a los pares
electronicos libres de los nitrégenos, en la Grafica No. 18 F se observa como los
orbitales moleculares de estos grupos se acercan, lo que hace probable un
intermediario de resonancia entre estos aminoacidos. Ademas la flecha punteada
recta que se observa entre ARG304 e HIS175 representa las fuerzas de London

existentes entre la cadena R de ARG304 y el anillo aromatico de HIS175.

NH2

_________________ _ </ e
NH _o

ARG304 HIS175
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Ademas también ocurren atracciones por fuerzas de London entre ILE323 e

HIS175

R CHs // </N | e
= CHs N 0
© H
NH
P R
R
ILE323 HIS175

Se propone también que dada la cercania espacial presente entre GLU322 e
HIS175 se puedan formar intermediarios estabilizados por resonancia entre estos

aminoacidos.

R
OH /N HN/
N 72
NH \/ H
/ R
R
GLU322 HIS175

También debe observarse la existencia de un puente de hidrégeno entre THR320

y LYS171 que se puede observar en la Gréafica No.18 F.

CH
3 NH,
o~ O— .. /\/\)\/O
/\H\ Moo N, _
NH,

THR320 LYS171
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ASN308 posee ademas una clara interaccién con GLN170 puesto que ambos
grupos amida deben interactuar formando intermediarios cargados que favorecen
la estabilidad de esta unidn, ademas SER171 participa por medio de un hidrégeno

hidroxilico presente en su grupo R, el cual se acerca al grupo carbonilo.

/R
R P HN
O%k(\/'\"h SN NH |
NH l)| : R
NH
R” Fak
_________ g HO
_________ P
ASN308 GLN170-SER171

9.3.1.3 Analisis de C8R1

En la Grafica No.20 D- se aprecian las interacciones en C8R1. TYR176 posee un
anillo aromatico que atrae el grupo apolar de ILE307, mientras que el hidroxilo de
TYR176 se ve fuertemente atraido por el grupo amino de la misma ILE307.

HsC R H3C R

e HsC —~ H3C

}\(\@ NH ILE307 m |LE307

TYR176 TYR176

La serina que se encuentra en posicién 179 también contribuye con la estabilidad
de LYS305 por medio de un acercamiento de los orbitales electrénicos del

oxigeno carboxilico en LYS305, hacia el hidrogeno hidroxilico en la serina 179
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R
] NH T HN\R
SER179 LYS305

Gly173 forma un puente de hidrogeno con THR303 y aumentan la estabilidad de la

union,
R R
HN/ ? '\\IH /7
| Ff /Z//( R A /ZA THR303
O)vNH\_/HO on, THR303 — = N0 Nen,
GLY173 GLY173

y ASN300 posee una amina terminal altamente positiva que atrae el carboxilo
peptidico presente en GLY173 que también contribuye a la estabilidad de la unién

proteica.

O

4

R—\  GLY173

N RN
SN
NH, O

ASN300

También es posible observar las interacciones que ocurren entre GLU1702 y
ARG304 las cuales son de suma importancia debido a la posibilidad que presentan

de formar un puente salino que provee de resonancia a ambos aminoacidos:
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Otra atraccion importante es la generada entre LEU174 y THR303 que dada la
gran cercania que presentan estos aminoacidos, deben interactuar mediante

fuerzas de London.

R R
Ag“' """ § HN
= CHs H3C O
© %
S i

NH  CHs OoH R
R

LEU174 THR303

En general se puede observar que los mecanismos de reaccidon propuestos
justifican la estabilidad de las reacciones de V3 en gp120 con el segmento ECL2
de CCR5. Es razonable proponer entonces que si es posible conseguir una
estabilidad en la interaccién del segmento ECL2 con las tres diferentes regiones
de V3 mencionadas anteriormente, lo cual implica que V3 es muy versatil en su
enlace al segmento ECL2, lo cual facilita grandemente la infeccién de los linfocitos

T.CD4+.
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10. Conclusiones

10.1 La regién en la que interacciona el segmento CCR5 N-terminal en los
aminoacidos 7-15 es la regién V1V2 en las posiciones 199-208 principalmente,
resultando de suma importancia para la orientacién de la reaccion la ARG440

presente en la hoja de enlace.

10.2 La region V3 de gp120 de VIH-1 interacciona con el segundo segmento

extracelular del correceptor CCR5.

10.3 Las posiciones aminoacidicas en el segmento V3 de gp120 que reaccionan
con el segmento ECL2 son:

a- las posiciones 300-305,

b- las posiciones 307-308,

c- las posiciones 314-322.

10.4 Existen en V3 de gp120 aminoacidos que son importantes para el enlace a
ECL2, pero su importancia esta directamente relacionada a la regla 11/25 que

define el tipo de correceptor con el que reaccionara gp120.

10.5 Determinada posicién aminoacidica en V3 de gp120 puede ser importante

para la disminucién de la energia de enlace al reaccionar con ECL2, pero no
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existen aminodacidos Unicos indispensables para la formacién del complejo V3-

ECL2.

10.6 Utilizando programas de enlace automatizado se ha logrado elaborar un
esquema estructural desarrollado del intermediario en la formacion del complejo

CCR5-gp120-CDA4.

10.7 Los mecanismos de reaccion propuestos para las soluciones C6R14 y C8R1
en ayuda con la informacién obtenida de C4R4, explican el producto de estabilidad
de estas uniones V3-ECL2 propuestas, y son el fundamento para explicar el

producto de la estabilidad del complejo CCR5-gp120-CD4.

10.8 Los datos experimentales obtenidos con el programa Autodock estan de
acuerdo con las propuestas existentes sobre los epitopos de reaccidén entre gp120

y el correceptor CCRS.
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11. Recomendaciones

11.1 Se recomienda realizar estudios de mutacion aminoacidica sobre los
segmentos de ECL2 para determinar el comportamiento del segmento variable 3

en gp120 de VIH-1.

11.2 Es posible continuar con el estudio de sustancias activas que inhiban la
interaccion gp120-CD4 en base a los sitios de reaccion y los mecanismos de

reaccion propuestos con esta investigacion.

11.3 Las sustancias activas también pueden ser predichas utilizando programas
computacionales de desarrollo de principios activos, como por ejemplo SYBYL 8.0

de Trypos.

11.4 Actualmente el desarrollo de medicamentos en contra del trimero gp160 de
VIH y de los correceptores, ha perdido fuerza debido a que estos medicamentos
no estimulan una respuesta inmune adecuada. Es conveniente desarrollar nuevas
investigaciones sobre los mecanismos de accion de otros elementos presentes en

VIH orientados a prevenir o curar la enfermedad.

11.5 Los resultados obtenidos se pueden extender en un programa de
investigacién que valide el papel de los programas computacionales con los datos

experimentales para validar los limites y la certeza de los mismos.
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En el transcurso de esta investigacibn se observdé que los programas
computacionales de prediccidn de enlace receptor - ligando, pertenecen al
desarrollo cientifico - tecnolégico que esta cobrando fuerza, y tiene grandes
ventajas en el ahorro de tiempo y materiales de investigacion, por lo que se
recomienda incorporarlo con urgencia en los programas educativos y en la
investigacién cientifica para poder desarrollar una ventaja competitiva en los

profesionales egresados del pais.
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