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Principales factores en el transporte niicleo-citoplasma: papel de Rev en el proceso del

transporte de transcritos de VIH-1
Jorge Eduardo Forero, Bact.!, Silvio Urcuqui, M.Sc., Ph.D.?

RESUMEN

Las células eucarioticas han desarrollado diferentes mecanismos para la exportacion de
diferentes ARNs celulares codificantes (ARNm) y no-codificantes (rARN, tARN, snARN),
desde el nucleo hacia el citoplasma, donde participan activamente en la produccion de
proteinas. Las diferentes clases de ARNs son exportadas a traveés del complejo del poro
nuclear (CPN) e intervienen proteinas de la familia de las carioferinas, que pueden ser
dependientes o independientes de la proteina Ran. La exportacion es un mecanismo
especifico, coordinado y altamente regulado a través de interacciones proteina-proteina
o proteina-ARN. Sin embargo, muchos virus tales como el virus de la inmunodeficiencia
humana tipo 1 (VIH-1), han desarrollado un mecanismo de exportacion selectivo del
ARNm viral. Para tal propdsito, el genoma del virus codifica por la proteina Rev,
responsable de regular la expresion del genoma viral y de la exportacion de los diferentes
transcritos virales, interactuando en cis con un ARN altamente estructurado presente en
los transcritos virales semiprocesados y sin procesar, en asocio con las proteinas
celulares implicadas en la exportacion. Con esta revision se pretende hacer un andlisis de
los diferentes eventos que ocurren en este proceso, en especial las interacciones proteina-
proteina o proteina-acidos nucleicos. De igual manera, se discutird la importancia de la
proteina Rev del VIH-1, en la exportacion de los transcritos virales sin procesar y sus
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interacciones con las proteinas celulares para llevar a cabo su mision.

Palabras clave: Exportacion nuclear; Ran; Carioferinas; RRE; Crm1; Poro nuclear.

Las células eucaridticas estan orga-
nizadas en dos grandes compartimien-
tos de composicion y funciones dife-
rentes: el niicleo y el citoplasma. En el
nucleo se llevan a cabo procesos esen-
ciales como la trascripcion y la repli-
cacion, los cuales requieren de factores
protéicos y no protéicos que los activen
yregulen; en el citoplasma se sintetizan
las proteinas indispensables para los
procesos nucleares, razon por la cual la
célula esta equipada con una maquina-
ria de exportacidon que permite la circu-
lacioén de moléculas entre los dos com-
partimientos de manera rapida, especi-
fica y muy regulada!-,

En esta revision se hace un analisis
de los componentes esenciales de la
maquinaria de transporte nucleo-

citoplasmatico celular, haciendo un
énfasis muy especial en el mecanismo
de exportacion de ARNm semipro-
cesados y sin procesar del VIH-1y de
las proteinas celulares y virales impli-
cadas en este proceso.

Complejo del poro nuclear. Con la
excepcion de un corto periodo donde la
envoltura nuclear pierde continuidad
en el proceso de mitosis, todas las
macromoléculas transportadas bidirec-
cionalmente entre el nucleo y el cito-
plasma, deben atravesar el complejo
del poro nuclear (CPN). Estos canales
especializados permiten la difusion
pasivade iones con diametros de ~9 nm
o proteinas de hasta 40 kDa*’. Las
moléculas que sobrepasen este limite
de difusion, son selectivamente trans-
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portadas en forma activa (dependiente
de energia), por medio de un proceso en
el que participan proteinas especializa-
das, capaces incluso, de translocar
moléculas de hasta~39 nm®. Diferentes
estudios!? han permitido demostrar que
el CPN permite o bien la entrada de las
proteinas nucleares o la salida de los
diferentes tipos de ARNS.

El nimero de CPNs por célula de-
pende del tipo de organismo, tamafio y
actividad biosintética y proliferativa de
la célula. En promedio, un nucleo de
una célula de mamifero contiene entre
3,000 y 5,000 CPNs‘. En los verte-
brados, el CPN tiene una masa de ~125
MDay esta compuesto de ~50 polipép-
tidos distintos que conforman una ar-
quitectura estructural muy conservada
entre especies’.

Mediante la técnica de microscopia
electronica, se ha logrado establecer
que la estructura del CPN es el resulta-
do de la fusion de las membranas inter-
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na y externa del nucleo, asociada con
otras proteinas que se ensamblan y for-
man un cilindro asimétrico con respec-
to a la envoltura nuclear. Ambas caras
(citoplasmatica y nuclear) presentan un
anillo y la parte central esta conforma-
da por ocho pliegues proteicos centra-
les de simetria rotacional; del anillo
citoplasmico se desprenden 8 filamen-
tos citoplasmicos, lo mismo que del
anillo nuclear, los cuales se proyectan
hacia el nucleo y constituyen la estruc-
tura conocida como canasta nuclear® !’
(Grafica 1). El centro del poro esta
constituido por proteinas que al pare-
cer actiian como transportador.

Los componentes individuales del
CPN son proteinas conocidas como
nucleoporinas y en el caso de la levadu-
rason codificadas poraproximadamente
20 genes. Estas proteinas se caracteri-
zan por la presencia de dominios cons-
tituidos por repeticiones multiples de
pequenas secuencias de fenilalanina-
glicina (FG), los cuales se ha sugerido
funcionan como sitio de acoplamiento
para los factores de transporte nucleo-

citoplasmatico'*!". El ensamblaje de
las diferentes nucleoporinas que for-
man el CPN, parece estar determinado
por la nucleoporina Nup107, que hace
parte de un complejo hetero-oligo-
mérico formado por Nup160, Nup133,
Nup96 y Sec13p. Estudios realizados
con Nup107 indican que su deplecion,
causa una disminucion de las otras pro-
teinas del complejo'?.

Algunas proteinas miembros de la
familia de las carioferinas, también jue-
gan un papel muy importante en el
ensamblaje de las nucleoporinas. P.e.,
la carioferina de levadura Kap 121p,
participa en el ensamblaje de Nup53p
dentro del CPN, gracias a una sefal de
localizaciéon nuclear (SLN) presente en
estanucleoporina'®. Enel CPN, Nup33p
existe en dos complejos separados, uno
interactuando con Kapl2l1p y el otro
unido a Nupl70; la transicion entre
estos dos estados determinan la libera-
cidnouniondeKap121pconlaNup53p,
lo que estaria facilitando el movimiento
de Kap121p a través de CPN.

Se ha descrito que algunos virus
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Grafica 1. Representacion esquematica del complejo del poro nuclear (CPN). El CPN

esta formado por un anillo citoplasmico, a partir del cual se desprenden los filamen-

tos citoplasmicos y un canal central, formado por 8 proteinas simétricamente
distribuidas y, hacia el compartimento nuclear, se observa una estructura en forma
de canasta, producto de la prolongacion de los filamentos nucleares
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para optimizar la produccion de una
nueva progenie viral, desarrollan me-
canismos que promueven una exporta-
cién nuclear selectiva de sus ARNms,
que puede interferir con los procesos de
transporte celular, e inclusive inhibir
dicho proceso. P.e., tanto losrhinovirus
como los poliovirus, son capaces de
inhibir la importacion nuclear median-
te la degradacion de los componentes
del CPN, tales como Nupl53 y p62'4.

Las carioferinas como receptoresy
adaptadores. Los factores de transpor-
te mas estudiados -pero no los tinicos-
pertenecen a una familia de proteinas
muy conservada en eucariontes, cono-
cidas como carioferinas. Estas protei-
nas son las encargadas de translocar
otrasmoléculas o “cargo”, generalmente
proteinas y/o acidos nucleicos, desde el
compartimiento citoplasmatico al nu-
cleary viceversa, respectivamente. Las
carioferinas también conocidas como
importinas/exportinas, actilan como
receptores de cargo y comparten entre
si cuatro caracteristicas estructurales y
funcionales principales: generalmente
son de ~90 a ~130 kDa, tienen una
region N-terminal que actua como do-
minio de uniéon a Ran-GTP, una regioén
C-terminal de union al cargo y la capa-
cidad de interactuar con las proteinas
que constituyen el CPN. El primer re-
ceptor identificado fue la importina 3
(Imp-P) o carioferina 3, que junto con
la importina o (imp-a) constituyen el
mecanismo de importacion mejor estu-
diado'31.,

La Imp-a es un adaptador compues-
to de una regién N-terminal rica en
aminoacidos basicos, conocida como
IBB (del inglés Importin  Binding)",
indispensable para la interaccion con
Imp-B y un dominio central de unién a
la sefial del cargo. Otros miembros de
esta familia de proteinas son Crml o
exportina 1, ylaexportinat, implicadas
en la exportacion de diferentes clases
de ARNSs celulares y transcritos virales
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desde el nucleo hacia el citoplasma'!.
No esta muy claro el mecanismo me-
diante el cual el cargo es translocado a
través del CPN, sin embargo, se ha
sugerido que existe unainteraccion entre
lasrepeticiones FG de las nucleoporinas
y los diferentes receptores de transpor-
te, involucrando el anillo de la fenil
alanina y residuos hidrofobicos de la
superficie del receptor'e.

Seiiales de localizacion y exporta-
cion nuclear. Como se mencion6 an-
tes, las carioferinas actuan como adap-
tadores para otras carioferinas, o se
unen directamente a los cargos median-
te sefales especificas de importacion o
exportacion. Estas sefiales usualmente
estan constituidas por repeticiones de
una o dos secuencias cortas de amino-
acidos y se conocen como sefiales de
localizacién nuclear (SLN) y sefiales de
exportacion nuclear (SEN). Se han iden-
tificado dos clases distintas de SLN:
monopartita, identificada por primera
vez en el antigeno T del virus del simio
40 (SV 40), contiene una sola secuen-
cia corta rica en aminoacidos basicos
(PKKKRK) y la bipartita, comprende
dos secuencias de aminoacidos carga-
dos positivamente separadas por 12 a
15 aminoacidos de secuencia variable,
siendo la secuencia ... KRPAATKKAG
QAKKKKILD..., el ejemplo mas repre-
sentativo descrito en lanucleoplasmina'.

Las SEN son pequefios motivos ri-
cos en leucina, que tiene como prototi-
poosecuenciaconsenso LX, .LX, . LXL
o residuos hidrofébicos relacionados.
El ntimero de residuos de leucina en la
secuencia son variable; pueden afectar
su funcidn los residuos de prolina situa-
dos entre estos aminoacidos hidrofo-
bicos®. Laprimera SEN se describi6 por
primera vez en la proteina viral Rev,
responsable de la exportacion de los
ARNm virales semiprocesados y sin
procesar del VIH-1 y la proteina Rex,
del virus linfotrépico humano tipo-1,
(HTLV-1). Luego se describio en otras

proteinas como PKI, aTFIIIA y Glelp/
Rsslp'.

Existe un segundo tipo de SEN iden-
tificado en la region C terminal de las
ribonucleoproteinas heterogéneas nu-
cleares hnRNP, que sirve como sefial
combinada de importacion y exporta-
cion'. Es una secuencia de 38 amino-
acidos que no comparte ninguna homo-
logia con ninguna SEN rica en leucina
como la descrita en Rev/Rex; la des-
cripcion de estas sefiales ha facilitado
la busqueda de proteinas con funciones
tanto en el nucleo como en el citoplas-
ma.

Numerosas proteinas que poseen
SLN o SEN, pueden sufrir cambios
conformacionales cuando residuos ve-
cinos son fosforilados, llevando a que
la sefal se oculte, se exponga o dismi-
nuya la velocidad de transporte!’. Estas
alteraciones pueden ser las responsa-
bles de la acumulacion de proteinas en
un compartimiento celular o compor-
tarse como un mecanismo de control de
la expresion génica mediada por sefia-
les.

La proteina Ran, proteina orien-
tadora del flujo de transporte. Una de
las caracteristicas mas importantes de
las carioferinas es que su funcion de-
pende de un cofactor clave, la proteina
Ran que se requiere para el transporte
de sustratos, promueve el ensamblaje o
unioén de las carioferinas al cargo y es la
responsable de la direccionalidad del
trafico de moléculas gracias a su distri-
bucion asimétrica en los compartimien-
tos'®. Ran se encuentra en dos estados,
uno acopladoa GTP (RanGTP)y el otro
asociado con GDP (RanGDP). La con-
version entre estas dos formas ocurre
lentamente en ausencia de factores ac-
Cesorios.

Lafosforilaciéon de RanGDP es cata-
lizada por el factor de intercambio de
nucledtidos especifico de guanina
RanGEFY. La hidr6lisis de RanGTP es
mediada por la proteina activadora de

GTPasas especifica de Ran, Ran
GAP?*?! junto con las proteinas acceso-
rias RanBP1 y RanBP2. RanGEF esta
confinada en el ntcleo, mientras que
RanGAP y las proteinas accesorias es-
tan restringidas al citoplasma. Esta dis-
tribucion asimétrica entre los comparti-
mientos es laresponsable de ladireccio-
nalidad del trafico de moléculas. Ade-
mas se debe tener presente que todos
los ARNs no codificantes son depen-
dientes de un miembro de las cario-
ferinas y es dependiente de Ran; por el
contrario, laexportacion de los ARNms
es mediado por un mecanismo de ex-
portacion independiente de Ran??; sin
embargo, ambos mecanismos no estan
aun muy claros.

Proceso general de importacion.
Los cuatro elementos mencionados
(CPN, carioferinas, SLN/SEN, Ran)
hacen parte de la maquinaria de trans-
porte nuclear mediado por carioferinas,
proceso que se realiza en diferentes
etapas:

1. Reconocimiento del sustrato a trans-
portar en el nucleo o citoplasma.

2. Direccionamiento al CPN.

3. Translocacion a través del CPN.

4. Liberacion del sustrato transporta-
do (cargo) en el compartimiento
opuesto.

5. Reciclaje de los factores de trans-
porte a su respectivo compartimien-
to.

La importacion de las moléculas
desde el citoplasma al nucleo comienza
con el reconocimiento por la Imp-f3 de
la SLN presente en el cargo a través de
su dominio de unién, lo que permite
reclutar el adaptador imp-a!>!!; este
proceso es independiente de RanGDP.
Paso seguido, el complejo se desplaza
hacia el CPN e interactua con las repe-
ticiones FG de las nucleoporinas y fi-
nalmente el complejo con el cargo es
translocado al nucleo®. Una vez en el
ntcleo, RanGDP unido a la Imp-f es
fosforilada por RanGAP, lo que provo-
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Grafica 2. Representacion esquematica del proceso de importacion.
La importacion es un mecanismo que permite el intercambio de moléculas
a través del CPN, entre el citoplasma y el nucleo

ca un cambio conformacional en el
factor de transporte, permitiendo la li-
beracion del cargo en el nucleo. La
Imp-P unida a RanGTP regresa al cito-
plasma donde RanGAP y sus proteinas
accesorias la convierten en RanGDP y
nuevamente las carioferinas quedan
disponibles para un nuevo ciclo de im-
portacién®*?° (Gréfica 2).

La exportacion nuclear. Proceso
mediante el cual las proteinas y diferen-
tes especies de ARNSs codificantes y no
codificantes celulares,0 ARNm virales,
salen desde el nticleo hacia el citoplas-
ma, donde participan activamente en
las sintesis de proteinas. La mayoria de
estudios se han orientado a comprender
la manera como las diferentes clases de
ARNS son translocadas al citoplasma
como un complejo riobonucleoprotéico
(RNP)!-3:11.22,

Entre las principales metodologias
utilizadas para estudiar la exportacion
del ARN, estan la hibridacion in situ,
las técnicas de microscopia, las levadu-
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ras con mutaciones condicionales que
acumulan ARN en el nticleo, deteccion
con anticuerpos especificos, microin-
yeccion en huevos de rana y la trans-
feccion de células con genes reporte-
ros. La combinaciéon de técnicas ha
permitido identificar y caracterizar fac-
tores de transporte y a la vez compren-
der los mecanismos implicados en el
proceso de exportacion de las diferen-
tes clases de ARNS al citoplasma®.

A diferencia de la importacion don-
de solo el gradiente de Ran permite la
translocacion del cargo hacia el nucleo,
en la exportacion RanGTP tiene una
participacion directa en el reconoci-
miento del sustrato a transportar y en la
estabilizacion del complejo hetero-
trimero exportina-Cargo-RanGTP**.
Si bien no es clara la forma como el
complejo de exportacion interactiia con
el CPN, la hipotesis mas aceptada es
que una vez ensamblado el compejo, la
exportina se une transitoriamente con
los dominios ricos en FG de las nucleo-

porinas y permiten el paso del cargo a
través del CPN'4726, En el citoplasma
una vez RanGTP interactiia con la re-
gion C-terminal de la exportina, es
hidrolizado por RanGAP, lo que provo-
ca el desensamblaje del complejo de
exportaciony la liberacion del cargo en
el citoplasma. Las carioferinas y Ran
son finalmente reingresados al niicleo,
segun el mecanismo de importacion
descrito antes. Para mantener en el nu-
cleo las concentraciones de Ran, la
proteina transportadora NFT-2 se une a
RanGDP libre, promoviendo su paso a
través del CPN (Grafica 3).

Exportacion de ARNm de la célu-
la. Si bien la mayoria de los ARNs no
codificantes celulares son exportado
por carioferinas (especialmente Crm1l
y Exp t) de manera dependiente del
sistema Ran**?°, el ARNm celular es
exportado por un mecanismo diferente
que involucra las proteinas conocidas
como factores de exportacion nuclear
(NXF) (siglaseninglés de nuclear export
factor)?? e independiente de Ran.

El ARNm sintetizado por la ARN
polimerasa II, una vez asociado con las
hnRNP, se acopla con factores proteicos
esenciales para su procesamiento, al-
gunos de los cuales ademas hacen parte
del complejo de exportacion. El ejem-
plo mejor estudiado es la proteina de
levadura Yral, implicada en la elimina-
cion de intrones (splicing) y en la ex-
portacion?>*?°, De igual manera se
ha descrito que la exportacion del
ARNm, estd ligada con las enzimas
responsables del encapuchamiento o
capping en el extremo 5’y la poliade-
nilacion en 3’ de los ARNm!'#%%3, Eg-
tos resultados sugieren que existe una
coneccion entre la maquinaria de trans-
cripcion, la maduracion de los diferen-
tes transcritos y el proceso de exporta-
cion donde muchas proteinas partici-
pan en dos o mas eventos. Algunas
proteinas que participan en la exporta-
cion también juegan un papel muy im-
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Grafica 3. Representacion esquematica del proceso de exportacion. La exporta-
cion es el proceso que permite la salida de diferentes proteinas y ARNs
codificantes y no codificantes hacia el citoplasma. El mecanismo de exportacion
puede variar dependiendo del cargo a exportar

portante en el control de la expresion
génica, en el control de calidad del
ARNmMm (nosense-mediated decay), es-
tabilizacion del ARNm e iniciacion de
la traduccion®'*2,

El mediador clave en la exportacion
del ARNm es la proteina Tap, un
heterodimero que junto con el cofactor
NXT, se acoplan con los ARNm poli-
adenilados permitiendo luego una
interaccion directa con los residuos FG
de las nucleoporinas; este proceso se
lleva a cabo de manera independiente
deRan’'*2. Tap y suequivalente Mex67
en levaduras, presentan un dominio de
unién con ARN, una region rica en
leucina y un dominio central de acople
a NXT (Mtr2p en levaduras)®>*; ade-
mas tienen una region asociada con la
ubiquitina conocida como region UBA.

Estudios recientes realizados en le-
vadura muestran que existe una agrupa-
cion en la exportacion de los ARNm,
dependiendo de la funcion de la protei-
na que codifican y en dicho proceso
intervienen diferentes factores®. Me-
diante el uso de la técnica de micro-
arreglos de ADN (DNA microarray), se
encontr6 que las proteinas de levadura
Mex67 e Yral, son capaces de exportar
36% y 20% de los ARNm respectiva-
mente*.

Estos resultados sugieren que la
exportacion del ARNm no se realiza de
una manera generalizada como tampo-
co implica el mismo proceso; por el
contrario, es un mecanismo que requie-
re de cierta especificidad de los facto-
res de transporte capaces de reconocer
los ARNm directa o indirectamente.

MECANISMO DE EXPORTACION
DE TRANSCRITOS DE
RETROVIRUS
SEMIPROCESADOS Y SIN
PROCESAR: VIH-1

El ciclo de replicacion del VIH-1.
El ciclo de replicaciéon del VIH-1, un
retrovirus del género lentivirus, es re-
gulado tanto por proteinas virales como
celulares y se puede dividir en dos
fases: una fase temprana que comienza
con el reconocimiento de la célula blan-
co por el virion maduro gracias a la
interaccion de receptores de la mem-
brana celular (CD4+) con la proteina
viral gp120; este proceso no es sufi-
ciente para la entrada del virus, por lo
cual necesita de los correceptores celu-
lares CXCR4 o CCRS, que se unen
especificamente con la proteina viral
gp41%’. Una vez en el interior de la
célula, el ARN viral es transcrito en una
molécula de acido desoxiribonucléico
(ADN) de doble cadena, gracias a la
enzima viral transcriptasa reversa.

La particula de ADN resultante se
transporta hacia el nicleo comoun com-
plejo de preintegracion (CPI), donde
participan tres proteinas virales con
propiedades cariofilicas: la proteina de
matriz, la integrasa y Vpr. Finalmente
el genoma viral se integra en el genoma
de la célula huésped (provirus) por la
integrasa viral. Aunque no esta bien
establecido si la integrasa posee pro-
piedades cariofilicas, contribuye acti-
vamente en el transporte del CPI al
ntcleo®4,

En la fase tardia el provirus toma el
control de la maquinaria celular, regula
la expresion de su genoma y sintetiza
varios tipos de transcritos 0 ARNm:

a. Un ARNm de 9.2 kb sin procesar
(unspliced) que codifica por la pro-
teina Gag y poliproteinas.

b. Un ARNm de 4 Kb semiprocesado
(sinlgy spliced) que codifica por las
proteinas Env, Vif, Vpr, y Vpu;
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c. Un ARNm de 2 kb completamente
procesado (multiply spliced) que
codifica por Tat (Trans-activador
de la transcripcion), Rev y Nef*'.
Contrario a las células eucariodticas,

los retrovirus han desarrollado una es-
trategia que promueve la exportacion
especifica de sus ARNm semipro-
cesados o sin procesar, evitando asi su
retencioén y degradacion en el nucleo.
La comprension del mecanismo de ex-
portacién de los transcritos de VIH-1,
permitieron comprender la estrategia
utilizada por la misma célula para regu-
lar la exportacion de las diferentes cla-
ses de ARNs codificantes y no codifi-
cantes al citoplasma. Para lograr su
propdsito, el VIH-1 codifica por la pro-
teina reguladora Rev, responsable de
modular laexportacion de los transcritos
semiprocesados y sin procesar'!. Rev
fue el primer factor identificado de ex-
portaciéon nuclear secuencia-especifi-
ca. Para llevar a cabo su mision, Rev
actia en cis con el elemento de respues-
ta a Rev (RRE), presente en el gen env
de los transcritos a exportar.

Durante los primeros estadios de la
infeccion, el virus muestra un tropismo
por los macrofagos (M-tropicos), no
hay formacion de sincitios y utiliza
como correceptor la molécula CCRS.
Una vez establecida una infeccion pro-
ductiva, el virus se disemina a diferen-
tes organos y ocurren cambios feno-
tipicos en el virus, predominando bési-
camente las cepas con tropismos por las
células T (T-tropicos). A diferencia de
los M-tropicos, los T-tropicos inducen
la formacion de sincitios, utilizan como
correceptor el CXCR4 e infectan los
linfocitos T CD4+. La aparicion de las
cepas T-tropicas esta asociada con la
destruccion progresiva de los CD4+ y
con el desarrollo del sindrome de inmu-
nodeficiencia adquirida (SIDA).

Implicaciones patogénicas del
VIH-1/sida. La infeccion por VIH-1 se
caracteriza por la eliminacion progresi-
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va de los linfocitos CD4+ (LT CD4+),
asociado con una alteracion cualitativa
y cuantitativa en otras células compro-
metidas con el sistema inmune*?, esta-
do que se conoce como sida. Esto con-
duceal paciente aunainmnodeficiencia,
que lo predispone a infecciones oportu-
nistas y al desarrollo de neoplasias.

En términos generales, la patogé-
nesis de la infeccién por VIH-1 es muy
compleja; es un proceso muy variable
que depende tanto de factores virales,
genéticos e inmunoldgicos del hués-
ped. Dependiendo del patron de pro-
gresion de la infeccion, los pacientes se
clasifican como progresores rapidos,
progresores tipicos o progresores len-
tos*. Ademas, existe un grupo de indi-
viduos clasificados como individuos
expuestos seronegativos, quienes han
estado expuestos al virus en multiples
ocasiones, pero no muestran evidencia
clinica ni seroldgica de la infeccién.
Este tipo de comportamiento lleva a
sugerir la hipdtesis de un mecanismo de
proteccion o de resistencia natural a la
infeccion o a la progresion a sida.

Laeliminacién de los LTCD4+ pue-
de ser consecuencia directa de la infec-
ciéon por el VIH-1, debido a una accion
directa del mismo virus o a la elimina-
cion de las células infectadas por el
sistema inmunitario*; sin embargo, el
porcentaje de LTCD4+ infectados es
muy bajo en sangre periférica (1/1,000
células en individuos con alta carga
viral).

Laeliminaciéon de los LTCD4+con-
secuencia de la infeccion por el VIH-1
se produce por diferentes mecanismos:
consecuencia de la interaccion de la
proteina de envoltura viral con el recep-
tor CD4, lo que permite la fusion celu-
lar y la lisis de la c€lulas; liberacion de
la nueva progenie viral por gemacion,
lo que produce la destrucciéon de la
membrana celular; por una respuesta
citotoxica especifica alas células infec-
tadas o por apoptosis inducida tanto por

la proteina Tat o por gp120+¢.

Exportacion del genoma viral. La
mayoriade ARNm celulares transcritos
por ARN Pol I, se sintetizan como un
pre-ARNm, en los cuales se incluyen
las regiones intronicas, que son elimi-
nadas durante el procesamiento (spli-
cing), antes de ser transportados al cito-
plasma. Una falla en la maduracion o
una eliminacion parcial de los intrones,
origina una retencion de los transcritos
en el nucleo donde finalmente se degra-
dan. Es decir, las células poseen meca-
nismos de control muy eficaces que les
permite hacer un “control de calidad”,
gracias a los cuales so6lo los ARNm
maduros se exportan al citoplasma, don-
de son reconocidos por la maquinaria
de traduccion, para la sintesis de las
respectivas proteinas.

Esto muestra que las células han
desarrollado mecanismos que les per-
mite ser muy eficientes en laregulacion
de su expresion génica en cada una de
sus etapas, con claras ventajas para la
célula. Sin embargo, en el caso de los
retrovirus complejos como el VIH-1, el
control y la regulacion en la exporta-
cion de los transcritos, representa un
gran problema a resolver para que no
interfieran con su ciclo replicativo.
Como se describio antes, el provirus
genera tres tipos de transcritos virales:
uno de ~2 kb completamente procesa-
do; otro de ~4 kb semiprocesado y el
tercero de ~9 kb sin procesar, los cuales
deben ser exportados al citoplasma. El
transcrito mas pequeflo es exportado
como ARNm celular y da origen a las
proteinas Tat, Rev y Nef, que juegan un
papel muy importante en la regulacion
de la expresion génica; sin embargo,
para la exportacion de los otros dos
transcritos, el virus ha desarrollado una
estrategia que le permite evadir el siste-
ma de control implantado por la célula.
Para lograr este proposito, el virus se
sirve tanto de la proteina Rev, respon-
sable de regular la exportacion de di-
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chos transcritos y de una secuencia de

ARN altamente estructurada localiza-

da en el gen env de los transcritos a

exportar*’.

Funciones de la proteina Rev del
VIH-1. Rev es una de las proteinas
responsables de la regulacion de la
replicacion del genoma viral. Los pri-
meros trabajos mostraron que en au-
senciade Rev, los transcritos virales sin
procesar permanecian en el nucleo, con
efectos dramaticos en la replicacion
viral®. Después se evidencio que la
exportacion nuclear de esos ARNm
virales, era posible gracias a una accioén
combinada de Rev y la estructura cono-
cida como RRE presente en todos los
transcritos virales semiprocesadosy sin
procesar?’:3051,

La proteina Rev presenta diferentes
dominios, que han sido bien caracteri-
zados por mutagénesis. A nivel de la
region N-terminal se encuentra una re-
gion rica en arginina, implicada en tres
funciones fundamentales en el ciclo
replicativo del virus:

1. Funciona como SLN.

2. Como motivo para la interaccion
con la estructura RRE de manera
especifica.

3. Como dominio de interaccion pro-
teina-proteina, permitiendo lahomo-
dimerizacion en respuesta alaunion
con el RRE#,

En la region C-terminal se encuen-
tra un motivo rico en leucina que fun-
ciona como dominio de activacion y
como SEN, ambos implicados en la
funcion de exportacion de transcritos
de Rev3>¥, La presencia tanto de una
SLN como de una SEN, permite que
Rev pueda translocar desde el nucleo
haciael citoplasmay viceversa. Actual-
mente existen evidencias que muestran
que motivos ricos en leucina como el
descrito en Rev, juegan un papel critico
en la localizacion apropiada subcelular
de muchas proteinas celulares y vira-
16554-56.

Una vez identificada Rev como la
proteina responsable de la exportacion
de los ARNm sin procesar, muchos
investigadores se interesaron en identi-
ficar las proteinas celulares implicadas
en este proceso. La primera proteina
identificada fue la importina 3 o Crm1,
que interactiia con Rev a través de una
SEN -presente en ambas proteinas-, una
vez se ha formado el complejo Rev-
RRE?%; es decir, en la exportacion de
transcritos virales la SEN juega un pa-
pel fundamental. Es de anotar que Crm1,
hace parte del mecanismo de exporta-
cién celular.

Aunque se conoce parcialmente el
mecanismo de exportacion al citoplas-
ma de los transcritos virales, se ha esta-
blecido que una vez Crml se acopla al
complejo Rev-RRE, contribuye en el
desplazamiento del complejo hacia el
CPN, gracias a la asociacién con
RanGTP*%; Crml1 se acopla transito-
riamente con las nucleoporinas y per-
mite la translocacion al citoplasma.

También se ha descrito que en cierto
tipo de células murinas como A9 (linea
celular de fibroblastos), el transporte
de los transcritos de VIH-1 es bloquea-
do posiblemente por la presencia de
factores nucleares atin no identifica-
dos. Sinembargo, unanalogo de Rev, la
proteinaviral Rex del virus linfotropico
humano tipo 1 (HTLV-1), es funcional
en ese tipo de células. Utilizando una
proteina quimérica entre la region SLN
(aa1-79) de Revyla SEN (aa 79-95) de
Rex, se logro restaurar la actividad de
Rev en células A9%'. Estos resultados
sugieren que la inhibicion de la activi-
dad de Rev en esas células se debe a la
presencia de uno o varios factores que
posiblemente reconocen e interactuan
de manera especifica con la region
activadora (SEN) de Rev, atn sin des-
cribir.

En forma general, esos resultados
llevan a pensar que cierto tipo de célu-
las eucaridticas como A9, presentan

genes que codifican por proteinas en-
cargadas de bloquear la evolucion de
algunas enfermedades virales median-
te la inhibicion o bloqueo de la activi-
dad de proteinas virales fundamentales
enel ciclode vidadel virus e implicadas
enlapatogenicidad o enlareplicacion®!.

Igualmente se han descrito algunas
proteinas celulares con funciones homo-
logas de Rev. Asi p.e., se ha demostra-
do que la proteina celular Sam68 (Src-
associated protein in mitosis), es capaz
de interactuar con la estructura viral
RRE vy sustituir o actuar de manera
sinérgica con Rev en la exportacion
nuclear, expresion génicay replicacion
viral®63,

CONCLUSIONES Y
PERSPECTIVAS

El transporte de moléculas a través
del poro nuclear, es uno de los procesos
mas sorprendentes de la funcion celu-
lar. Los avances de la ciencia y la tecno-
logiaen losultimos afios, han permitido
resolver preguntas claves sobre el pro-
ceso que permanecieron por mucho
tiempo sin respuesta. Es asi como ac-
tualmente se sabe que existe una intima
relacion entre los procesos que se reali-
zan en el nucleo y el citoplasma, el cual
se vereflejado en el control de la expre-
sion génica. Asi, la interferencia en los
eventos de procesamiento delos ARNm
provocan una ineficiente translocacion
de éstos hacia el citoplasma con conse-
cuencias graves en la sintesis de las
proteinas.

Existe una conexion interesante en-
tre los factores o proteinas responsa-
bles del transporte y los componentes
del complejo del poro nuclear. En este
sentido, a pesar del extraordinario pro-
greso logrado en la comprension del
transporte celular, ain quedan muchas
preguntas clave sin respuesta en parti-
cular en lo que tiene que ver con la
exportacion de moléculas (ARNsy pro-
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teinas) de origen viral.

Un aspecto a recalcar, es el sistema
utilizado por los retrovirus mas com-
plejos para evadir los mecanismos de
retencién nuclear de transcritos sin pro-
cesar, cuyo producto es necesario para
sureplicacion viral y generacion de una
nueva progenie. En el caso de VIH-1, la
presencia de la proteina Rev y su capa-
cidad de interactuar con los diferentes
factores de la maquinaria de transporte,
le han permitido al virus desarrollar una
eficiente exportacion de sus ARNm.

Lacaracterizacion estructural y fun-
cional de Rev ha ayudado no so6lo a
entender los aspectos esenciales de la
exportacion en eucariontes, sino tam-
bién ha contribuido en la busqueda de
nuevas estrategias de control de la
replicacion del VIH-1. Una mejor com-
prension de las vias de exportacion,
podria claramente ayudar a identificar
nuevos blancos potenciales con fines
terapéuticos. En ese sentido, por las
caracteristicas y el papel fundamental
que juega la proteina Rev en la regula-
cion de la expresion del material gené-
tico del VIH-1, se convierte en un blan-
co muy atractivo en la busqueda de
nuevas estrategias en la lucha contra la
infeccion y en la busqueda de un mejor
bienestar de las personas con sida. Esto
es muy importante si se tiene en cuenta
que muchos virus son capaces de desa-
rrollar resistencia a ciertos anti-
retrovirales.

SUMMARY

The eukaryotic cells has been deve-
loped specific mechanisms for the
export of differents classes of coding
RNAs(mRNAs)andnon-coding RNAs
(rRNA, tRNAs and snRNAs) from the
nucleus to the cytoplasm, where
participates in the process of protein
synthesis. The differents classes of
RNAs are exported through of the nu-
clear pore complex (NPC), and are
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involved protein members of the
karyopherin family which could be Ran-
dependent or Ran-independent. The
export pathway is amechanism specific,
coordinated and higly regulated through
to the protein-protein interactions and
RNAs binding proteins. However,
several viruses such as the human
immunodeficiency virus type 1 (HIV-
1) have develop a selective mechanism
of nuclear export of viral mRNAs. To
achieve this goal, the viruses genome
code for the Rev protein responsable to
regulate the viral genome expression
and the export of differents transcripts,
by a selective interaction in cis with a
hight structure RNA presentin the singly
spliced and unspliced viral transcripts
and interacting with cellular proteins
involved in export pathway. Thisreview
aims at analyzing the various events
that occur during the export process,
especially protein (protein and protein)
nucleic acid interactions. It also discu-
sses the importance of the HIV-1 Rev
protein in the export of the viral uns-
pliced transcripts and the interactions
of'this protein with the cellular proteins
required to fulfill this mission.

Key words: Nuclear export; Ran;
Karyopherins; RRE; Crm1;
Nuclear pore.
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