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RESUMEN:

La terapia antirretroviral contra el VIH/sida ha logrado una reduccion en la morbilidad,
la mortalidad e incluso en la trasmision viral. Sin embargo, esta terapia aun presenta
desventajas, en especial la poca adherencia y la generacién de resistencia viral, lo que
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impone la necesidad de buscar nuevos antirretrovirales. En el presente trabajo, a
través de un estudio de protedmica, se determiné que el tratamiento de la linea celular
MT4, con una fraccidn leucocitaria con actividad anti-VIH, modula negativamente los
niveles de vimentina, una de las proteinas que forman los filamentos intermedios (FI)
del citoesqueleto. Para dilucidar la relacion de esta proteina con la infeccion del VIH se
establecié la metodologia para inducir el silenciamiento génico post-transcripcional de
la vimentina en células MT4, uno de los hospederos de eleccion para los ensayos de
evaluacion de actividad anti-VIH, y se gener6 una linea celular knockdown para
vimentina. Adicionalmente, se desarrollé un sistema basado en un vector lentiviral de
tercera generacion que expresa la proteina verde fluorescente, para evaluar las
primeras etapas de la replicacion del VIH de manera segura, ya que no requiere
condiciones de bioseguridad de nivel Ill. Utilizando este sistema de reto, asi como el
ensayo tradicional de infeccion con VIH replicativo, se evidencio por primera vez que la
disminucion en los niveles de vimentina reduce drasticamente la replicacion viral. A
través de microscopia electronica de trasmision y microscopia de fluorescencia se
demostro que un péptido sintético, CIGB-210, derivado de la queratina 10, modifica los
FI de vimentina. Se evidenci6, también por primera vez, la potente actividad inhibitoria
de este péptido y su baja toxicidad, lo cual lo convierte en un promisorio candidato a
farmaco contra el VIH/sida. En su conjunto los resultados de esta investigacion
demuestran por primera vez que la vimentina es una diana terapéutica potencial contra
la infeccién por el VIH y que esta involucrada en las etapas tempranas de la infeccion.
A partir de estos hallazgos se propuso una novedosa estrategia para inhibir la
replicacion del VIH, a través del reordenamiento de la estructura de los FlI de
vimentina. El hecho de que el blanco sea una proteina celular en lugar de una proteina
viral reduce considerablemente las posibilidades de que el virus desarrolle resistencia
al tratamiento. Los resultados obtenidos estan avalados por tres publicaciones
internacionales: Viruses 2016 (Factor de Impacto 3.042), Biochemical and Biophysical
Research Communications 2004 (Factor de Impacto 2.371) y Biotecnologia Aplicada
2008, 1 patente concedida en Cuba y en EE.UU., Europa, Japén, Australia, Rusia,
Sudafrica y Tailandia, 17 participaciones en eventos nacionales e internacionales con
3 carteles premiados, 2 tesis de Maestria y 6 de Diploma, asi como 3 logros cientifico-
técnicos del CIGB. El candidato a farmaco para la terapia contra el VIH/Sida, CIGB-
210 se encuentra en etapa de desarrollo tecnolégico en el CIGB.

COMUNICACION CORTA

A pesar de los notables avances experimentados durante la Ultima década en la terapia
antirretroviral contra el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), el sida continta
siendo una de las diez primeras causas de muerte en el mundo y la segunda en paises
de bajo recursos [1]. La Terapia Antiretroviral (TAR) ha sido efectiva porque logra
controlar la replicacion viral a niveles minimos, disminuye las morbilidades asociadas al
sida y aumenta la esperanza de vida de los pacientes [2,3,4]. Sin embargo, la eficacia a
largo plazo de la TAR se ve limitada principalmente por el fendbmeno de aparicion de
variantes virales resistentes a los antirretrovirales entre otros problemas [5]. Una de las
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lineas de investigacibon mas promisorias de la actualidad consiste en desarrollar
inhibidores dirigidos contra blancos celulares relacionados con la replicacion viral.
Varios candidatos se encuentran en un estado avanzado de desarrollo clinico [6,7,8,9].
El empleo de proteinas del hospedero como blancos terapéuticos debe, en teoria,
retrasar la aparicion y seleccion de variantes virales resistentes ya que estos farmacos
actuarian sobre componentes celulares estables y no sobre las mucho mas variables
proteinas virales [5,10].

El citoesqueleto es un estructura dindmica, compuesta por numerosas proteinas
formadoras de redes [11]. Algunas proteinas del citoesqueleto han sido asociadas con
diferentes eventos del ciclo replicativo del VIH [12,13,14]. Otros autores han reportado
que la vimentina, una proteina que forma filamentos intermedios (FI) en células de
origen mesenquimatico, es capaz de interactuar con algunas proteinas del VIH, aunque
las funciones concretas de estas interacciones y su consecuencia para el ciclo
replicativo del VIH no han sido aun establecidas [15,16].

Nuestro grupo habia descrito previamente la presencia de una actividad inhibidora de la
replicacion del VIH en el extracto dializable de leucocitos (EDL) [17] y en una fraccidn
de este denominada B cuando se tratan las células durante 7 dias. En este trabajo
recogemos una secuencia de experimentos que comienza con el hallazgo de que el
EDL es capaz de inhibir la replicacion del VIH tras una incubacion de solo 24 horas en
las células MT4, la identificacion de vimentina como nuevo blanco terapéutico y culmina
con la definicion de un péptido candidato a farmaco contra el VIH. A continuacién
resumiremos los principales resultados.

El EDL inhibe la replicacion del VIH luego de una i  ncubacion previa de 24 h con
las células MT4 .

En el presente trabajo se estudio la actividad anti-VIH del EDL cuando las células son
tratadas por 24 horas previas al reto. Se estudiaron EDL obtenidos tanto de leucocitos
inducidos (EDL-ind) como de leucocitos no inducidos (EDLn/i). Los cultivos celulares se
trataron con 0,3 U/mL de EDL durante 24 horas o 7 dias y se retaron con la cepa BRU
del VIH a 0,05 o 0,1 multiplicidad de infeccion (m.o.i.). Se observé una inhibicién del
VIH-1 por encima del 80% cuando las células se pre-incubaron durante 24 horas con el
EDL. Este resultado permitid reducir hasta 24 h el tiemp o requerido por el EDL
para inducir un estado no permisivo a la replicacio n del VIH [18,19].

La fraccién B1 del EDL también es capaz de inhibir la replicacion del VIH luego de
una incubacién previa de 24 h con las células MT4

Con el objetivo de delimitar mas las moléculas responsables de la actividad anti VIH del
EDL, el extracto se fraccion0 mediante cromatografia de exclusion molecular y se
evidencié que una de las fracciones, denominada B1, retenia la capacidad inhibidora
después de 24 horas de pre-tratamiento a las células MT4 pero no a las 3 h [20].

El tratamiento de las células MT4 con la fraccibn B 1 modula negativamente la
expresion de la vimentina



Revista Anales de la Academia de Ciencias de Cuba Vol.7 No. 1

Para identificar proteinas celulares que fueran moduladas por el tratamiento con la
fraccion Bl se implementd un estudio de proteGmica comparada entre células MT4
tratadas durante 3 h y 24 h con la fraccién B1 y sus controles de células no tratadas. La
hipotesis esbozada fue que algunas de las proteinas que se mueven a las 24 h, pero
no a las 3h de incubacion con la fraccion B1, podrian estar involucradas en el efecto
antiviral observado. Las células tratadas por 24 horas mostraron una reduccién muy
marcada de la expresion de vimentina, mientras que a las 3 h la disminucién fue mucho
mas modesta. Este experimento nos permitid hipotetizar que pudie ra existir una
relacion causal entre la fraccion B1, la vimentina y la inhibicion de la replicacion
del VIH [20, 21].

Generacion de una linea celular con una reduccion p  ermanente de los niveles de
vimentina y de una linea celular control

Para indagar mas profundamente sobre la relacién entre la vimentina y el VIH se
construyd una linea MT4 knockdown para este gen a través de la introduccion en el
genoma de un shRNA (del inglés short hairpin RNA) especifico para el gen de
vimentina. Esta linea se gener6 a través de la transduccion de las MT4 con un vector
lentiviral que expresa el shRNA especifico para vimentina (pLenti-shRNAvim). En
paralelo se obtuvo una linea control transducida con el mismo vector lentiviral pero sin
el casete de expresion con el shRNA ni el promotor U6. Ambas lineas presentaron
caracteristicas morfologicas y tiempo de doblaje similares entre si y con respecto a la
linea celular MT4 que les dio origen [19]. Este experimento nos permitid contar con

un clon (MT4sh/Vim) con niveles de expresion viment  ina reducidos en relacion a
una linea control (MT4mock) [20,21].

La reduccion permanente de los niveles de vimentina en células MT4 inhibe las
etapas tempranas de la replicacion del VIH

Para determinar si la reduccion de los niveles de vimentina afecta alguna de las etapas
tempranas en la infeccion por VIH, las lineas celulares MT4sh/Vim y MT4mock se
retaron con un vector lentiviral basado en el VIH-1 (pLGW) que expresa la eGFP. Las
lineas MT4sh/Vim y MT4mock se incubaron con el pLGW a diferentes m.o.i. La
expresion de eGFP se monitoredé a las 72 h de cultivo por citometria de flujo y
microscopia de fluorescencia. En este experimento se evidencid una reduccion
marcada de la expresion de la eGFP en la linea MT4sh/Vim en comparacién con la
intensa fluorescencia observada en la linea MT4mock. Los resultados de microscopia
se confirmaron por la cuantificacion del numero de células fluorescentes por citometria
de flujo, donde se evidencié una disminucion de alrededor del 80% en el niumero de
células fluorescentes en la MT4sh/Vim. Estas evidencias sugieren que la vimentina
esta involucrada en uno de las etapas tempranas en el ciclo replicativo del VIH,
en este caso comprenden desde el instante posterior a la entrada de la
nucleocapsida al citoplasma, hasta la insercion del ADN proviral al genoma y su
posterior transcripcion [20,21]

La reduccion permanente de los niveles de vimentina en células MT4 inhibe la
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replicacion de una cepa infectiva del VIH

A continuacion investigamos si la reduccion de vimentina era también capaz de inhibir
la replicacion de una cepa infectiva del VIH en un ensayo de multiples ciclos de
infeccion. Para ello se infectaron las lineas MT4sh/Vim y MT4mock con la cepa BRU.
Se evidencié una reduccion de méas del 90% en los niveles de p24 en la linea
MT4sh/Vim en comparacion con las células MT4mock. Estos resultados aportan una
evidencia robusta de que la reduccién de los nivele s de vimentina afectan la
replicacién de VIH y sugieren fuertemente que esta proteina desempefia un papel
importante en el ciclo replicativo de este virus [2 0,21].

Un péptido sintético de la queratina 10 es capaz de  inhibir la replicacion del VIH-1

Para validar la potencialidad de vimentina como blanco para la TAR contra el VIH, se
estudio el efecto de varios péptidos de la region 1A del dominio central de vimentina y
gueratina que habian sido previamente asociados con el desensamblaje de los FlI de
vimentina [31]. En particular un péptido de 18 mer derivado de la region 1A de la
gueratina-10 (CIGB-210), se evalud en un ensayo de inhibicion con la cepa BRU del
VIH-1. Las células MT4 se pre-trataron por 24 h con el péptido antes de efectuar el reto
viral con m.o.i. 0,001. En estos experimentos se evidencié una potente inhibicion de la
replicacion del VIH con una IC50 estimada en 7,92 + 1,76 nM. Por otra parte, el CIGB-
210 resulté muy poco téxico sobre la linea celular MT4, con una CC50 de 1702 + 255
MM. Estos valores son muy alentadores para un candida to a farmaco en las
etapas tempranas de su desarrollo pues significa qu e la concentracion efectiva
estd muy alejada de la concentracion citotoxica. Es  tas evidencias convirtieron a
CIGB-210 en un atractivo candidato a farmaco contra el VIH-1 [20,21].

Efecto de CIGB-120 sobre los filamentos intermedios de vimentina

Para corroborar el efecto de CIGB-210 sobre los filamentos de vimentina las células
MT4 tratadas con CIGB-210 durante 24 horas se analizaron por microscopia
electrénica de trasmision [21] y por microscopia de fluorescencia. Las microfotografias
obtenidas por ambas técnicas evidenciaron cambios en la estructura de los Fl en las
células tratadas con CIGB-210. La microscopia de fluorescencia permitid observar un
reordenamiento de la red de filamentos de vimentina alrededor del nucleo. Estos
resultados evidenciaron que CIGB-210 actia sobre lo s filamentos intermedios y
especificamente provoca un reordenamiento de los fi lamentos de vimentina en la
linea celular MT4, donde ejerce actividad anti-VIH  [20].

El CIGB-210 es capaz de penetrar las células MT4

Una interrogante muy relevante con vistas a dilucidar el mecanismo de accion del
CIGB-210, es si este péptido es capaz de atravesar la membrana plasmética e
interactuar con la vimentina —o con otras proteinas— directamente en el interior de la
célula. Para responder esta pregunta se trataron células MT4 con 10, 20 o0 40 uM del
CIGB-210 marcado con fluoresceina durante 15 min, 60 min o 24 h. Los porcientos de
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células fluorescentes, determinados por citometria de flujo, aumentaron de forma
proporcional a la concentracion de péptido y el tiempo de incubacion. Para excluir la
posibilidad de que la sefal registrada por el citbmetro estuviera provocada por péptidos
anclados en la superficie de la célula se introdujo un paso de apagamiento de la
fluorescencia externa con azul de tripan [29,30]. EI maximo porciento de internalizacion
de CIGB-210 en MT4 fue de 83 + 3% células fluorescentes luego de 24 h de incubacion
a una molaridad de 40 pM. Adicionalmente, una variante biotinilada del CIGB-210 se
visualizd en el citoplasma de las células por microscopia de fluorescencia. Estos
resultados demuestran que el CIGB-210 es capaz de a travesar la membrana

plasmética sin la ayuda de un péptido penetrador [2  0].

La novedad tedrica de este trabajo se puede resumir en los siguientes aspectos: Se
demuestra por primera vez que la incubacion de células MT4 con EDL por 24 horas
inhibe la replicacion del VIH. Se identificé a la vimentina como una de las proteinas
moduladas por la accion del EDL sobre las células MT4. A través de la generacion de
una linea celular knockdown para el gen de vimentina se evidencié por primera vez que
la disminucidon de los niveles de esta proteina en las células MT4 protege contra la
replicacion del VIH. Se informa por primera vez la inhibicion del VIH por un péptido de
la queratina 10, con una IC50 en el rango nanomolar bajo y con muy baja toxicidad, lo
cual lo convierte en un candidato a farmaco primero en su clase, contra el VIH. Es
también novedosa la evidencia de que, a través de la modificacion de la red de Fl de
vimentina, es posible reducir la replicacion del VIH. En su conjunto los resultados
demuestran que la vimentina puede ser un novedoso y atractivo blanco celular para la
terapia del VIH/sida.

La importancia préactica radica en que, no solo se limita a definir la vimentina como un
blanco potencial para el sida, sino que se identifica un péptido con una potente
actividad antiviral y un indice de seguridad muy atractivo, con el valor afiadido de que
esta dirigido contra una proteina celular muy estable. Estos resultados sientan las
bases para el desarrollo de este péptido como candidato a farmaco con aplicabilidad
potencial contra el VIH/sida. El mismo transita actualmente por el proceso de desarrollo
pre-clinico en el CIGB.

Los resultados obtenidos han formado parte de tres publicaciones cientificas, en la
revista “Viruses”, en “BBRC” y en la revista cubana “Biotecnologia Aplicada”.
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