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El Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) codifica para las proteínas 

Nef, Vif, Vpr y Vpu, denominadas accesorias, cuya función principal es 

incrementar la infectividad del virus. Los estudios realizados in vivo demuestran 

que estas proteínas pueden cambiar el curso y severidad de una infección viral. 

El interés creciente por las proteínas accesorias como dianas terapéuticas, en 

la lucha frente al VIH, hace necesario aumentar el conocimiento sobre su 

mecanismo de acción. Un buen modelo biológico para realizar estos estudios 

es la expresión individualizada de estas proteínas en Saccharomyces 

cerevisiae. Decidimos expresar en esta levadura dos de las proteínas 

accesorias del VIH-1, Vpu y Vpr. Seleccionamos la proteína Vpu para estudiar 

su funcionalidad en este sistema celular. La proteína Vpr fue elegida como 

control de funcionamiento del sistema de expresión, por ser la proteína 

accesoria con mayor citopatogenicidad. Para alcanzar este objetivo se 

utilizaron dos cepas de S. cerevisiae, la cepa silvestre W303-1B y el mutante 

deficiente en el transporte de potasio, W∆3, útil para el estudio de canales 

iónicos. 

En este trabajo hemos logrado reproducir, en cultivos de S. cerevisiae, la 

actividad citotóxica de la proteína viral Vpr. La actividad de esta proteína viral 

provoca un retraso en el crecimiento de los cultivos celulares que es detectable 

tanto cuantitativa como cualitativamente. También es detectable la actividad de 

la proteína Vpu, por cambios en el fenotipo de crecimiento de la levadura. Vpu 

induce crecimiento lento en la cepa silvestre y rápido en la cepa mutante. La 

proteína Vpu facilita la liberación de las partículas virales mediante un 

mecanismo molecular aún desconocido. Son varias las hipótesis para explicar 

este mecanismo: la proteína Vpu podría contrarrestar un factor celular que 

impide la salida de viriones, podría funcionar como canal iónico o bien podría 

interaccionar con otros canales iónicos de la célula, lo cual conduciría a la 

desestabilización de la estructura de la membrana celular permitiendo la salida 

de viriones. Hemos analizado la funcionalidad de la proteína Vpu modificando 

las condiciones iónicas, de nutrientes y de pH de los cultivos. En ambas cepas 

detectamos aumento de la actividad proteica cuando el pH del medio era 7,0. 
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También detectamos que la concentración de ión K+ en el medio de cultivo 

afecta a la actividad de la proteína viral. Cuando su concentración aumenta, la 

actividad de Vpu disminuye en la cepa silvestre y es más fuerte y persistente 

en el tiempo en la cepa mutante. Pensamos que la proteína Vpu podría  

despolarizar la membrana de S. cerevisiae. Así, en la cepa silvestre se 

produciría la pérdida de K+ intracelular, explicando el retraso del crecimiento 

celular a concentraciones extracelulares bajas del ión. En la cepa mutante, que 

tiene la membrana plasmática hiperpolarizada, Vpu podría regenerar el 

potencial de ésta, facilitando la entrada de K+ extracelular y produciendo la 

mejora del crecimiento de los cultivos. Además, observamos que en la cepa 

silvestre la actividad de la proteína es más evidente en condiciones óptimas, 

para el crecimiento celular, de concentración de nutrientes. Por el contrario, en 

la cepa W∆3 la proteína Vpu es más activa en condiciones deficitarias de 

nutrientes. El aumento de la entrada de K+ en la célula, como consecuencia de 

su transporte por parte de algunas proteínas transportadoras de nutrientes, 

podría ser la explicación de este comportamiento. Como consecuencia, la 

actividad de la proteína Vpu resultaría redundante en estas condiciones y por 

ello no sería detectada.  

Hemos comprobado que el HMA, un derivado de la amilorida que actúa 

como inhibidor de canales iónicos, revierte la actividad de la proteína Vpu en 

ambas cepas de levadura. Además, observamos que la proteína viral Vpu 

protege a las células de la cepa W∆3 de su hipersensibilidad a la higromicina 

B. 

Nuestros resultados muestran que la actividad de la proteína Vpu altera el 

transporte iónico a través de la membrana de S. cerevisiae, disminuyendo, 

probablemente, el potencial de la membrana citoplasmática. Este mecanismo 

que nosotros hemos caracterizado en la levadura, podría ser responsable de 

desestabilizar la estructura de la membrana de la célula infectada, facilitando, 

finalmente la salida de los viriones. Además, hemos demostrado que la 

utilización de la levadura, como modelo para expresar la proteína Vpu, es útil 

para la búsqueda selectiva de inhibidores de esta proteína retroviral.  
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1.1. EL VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA HUMANA 

 
En 1983 se aisló y caracterizó por primera vez el agente causal del SIDA, 

un retrovirus al que en un primer momento se denominó Virus Asociado a 

Linfopatías (LAV) (Barré-Sinoussi et al., 1983). Este virus, también denominado 

Virus de la Leucemia Humana de células T tipo III (HTLVIII), finalmente pasó a 

denominarse Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH). El VIH pertenece al 

género Lentivirus de la familia Retroviridae. La característica principal de esta 

familia es que la información genética contenida en el interior del virión, en 

forma de ARN, es copiada a una molécula de ADN mediante el mecanismo de 

retrotranscripción. Todos los retrovirus incluidos en el género Lentivirus 

producen enfermedades de lenta evolución. Sólo dos especies de Lentivirus 

pueden infectar a humanos, el VIH tipo 1 (VIH-1) y el VIH tipo 2 (VIH-2). El VIH-

1 es la especie responsable de la pandemia, siendo la especie mayoritaria en 

Asia, Europa, América y varias regiones de África, mientras que el VIH-2 es 

endémico de Africa occidental (Clavel et al., 1986; Schim van der Loeff y Aaby, 

1999). Ambos tipos de VIH producen SIDA en las personas infectadas, si bien 

el VIH-2 produce menor mortalidad ya que tiene menor patogenicidad y 

transmisibilidad que el VIH-1 (De Cock et al., 1993; Popper et al., 1999). 

 

 

1.1.1. La estructura del virión 

 

El virión maduro del VIH, de estructura esférica y unos 100 nm de 

diámetro, posee una envuelta lipídica que deriva de la membrana de la célula 

hospedadora. Esta envuelta está formada por una bicapa de fosfolípidos de 

estructura común a todas las membranas biológicas, que tiene asociadas las 

dos glicoproteínas virales: la proteína transmembrana (TM, gp41) y la proteína 

de la superficie (SU, gp120). La proteína gp41 forma trímeros y posee una 

región transmembrana que la ancla a la bicapa lipídica. Los trímeros gp41 
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interaccionan de manera no covalente con trímeros de proteína gp120 (Ozel et 

al., 1988; Gelderblom, 1991). La proteína gp120 contiene los determinantes 

antigénicos más importantes del virus. En la envuelta viral también hay 

proteínas que provienen de la célula hospedadora, como antígenos del 

complejo mayor de histocompatibilidad y actina (Arthur et al., 1992; Aloia et al., 

1993). Tanto la proteína gp120 como la proteína gp41 están implicadas en el 

reconocimiento del virus por la célula diana y en la fusión entre la envuelta viral 

y la membrana celular. Debajo de la envuelta está la matriz viral, formada por la 

proteína de la matriz (MA, p17). Por debajo de la matríz se localiza la cápsida, 

de forma cónica, formada por la proteína de la cápsida (CA, p24). En el interior 

de la cápsida se encuentra el material genético formado por dos cadenas de 

ARN sencillas de polaridad positiva y con idéntica información genética. Este 

ARN se encuentra estabilizado en forma de complejo ribonucleoproteico, junto 

con la proteína de la nucleocápsida (NC, p7) y las tres enzimas virales: 

proteasa, retrotranscriptasa (RT) e integrasa (IN). Además, interaccionando con 

el ARN hay moléculas de ARNt
Lys de origen celular. La partícula vírica también 

empaqueta algunas de las proteínas accesorias del virus como Nef, Vif y Vpr 

(Turner y Summers, 1999). 

 

 

1.1.2. El genoma viral 

 

Cada molécula de ARN genómico, de 9,8 Kb, tiene una estructura cap en 

su extremo 5’ y una secuencia poliA en su extremo 3’. El genoma viral contiene 

tres tipos de genes: estructurales, reguladores y accesorios (Fig. 1). Los genes 

estructurales son gag, pol, env, y codifican para las proteínas estructurales del 

virión y para las enzimas víricas. Al igual que en otros retrovirus, los productos 

de traducción iniciales de estos genes son precursores poliproteicos, los 

cuales, tras ser procesados por proteasas virales o celulares, dan lugar a las 

proteínas maduras. El gen gag es traducido en un precursor Pr55Gag que es 

escindido en las proteínas MA, CA, NC y p6. El gen gagpol es traducido en una 
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poliproteína denominada Pr160Gag-Pol que tras ser procesada origina la 

proteasa, RT e IN. El gen env es traducido en la poliproteína Env que es 

escindida en las proteínas TM y SU.  Los genes reguladores, tat y rev, codifican 

para unas proteínas esenciales en la replicación viral: Tat y Rev. Los genes 

accesorios nef, vif, vpr y vpu codifican respectivamente para las proteínas Nef, 

Vif, Vpr y Vpu que condicionan la patogenia de la enfermedad. Parte de la 

secuencia de estos genes solapa con el final de pol y con env, pero sus ARNm 

se traducen en proteínas independientes (Gallo et al., 1988; Greene, 1991).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Organización genómica del ADN proviral del VIH-1. En recuadros coloreados se representan 
las distintas proteínas codificadas en el genoma. 

 

 

1.1.3. El ciclo de replicación viral 

 

El ciclo de replicación del VIH-1 se puede dividir en dos fases, temprana y 

tardía (Fig. 2) (González y Alcamí, 2006). La fase temprana comienza con la 

adsorción de las partículas virales a la célula diana por medio de la interacción 

entre la proteína viral gp120 y el receptor celular CD4 (Sattentau y Weiss, 

1988; Bour et al., 1995). Esto provoca un cambio conformacional en la proteína 

viral gp120 que induce su interacción con el correceptor celular 

correspondiente, CXCR4 o CCR5 (Choe et al., 1996; Wu et al., 1996). Como 

consecuencia, la proteína gp41 sufre un cambio conformacional que conduce a 
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la fusión entre la envuelta viral y la membrana celular (Freed et al., 1990). Tras 

esta fusión, la nucleocápsida viral es liberada al citoplasma celular. En el 

citoplasma, la retrotranscripción del ARN viral produce un ADN bicatenario con 

las denominadas secuencias LTR (long terminal repeats) en cada extremo 

(Baltimore, 1970). Para este proceso es imprescindible la retrotranscriptasa 

viral y los ARNtlys, que van empaquetados en la partícula viral y actuarán como 

cebadores durante el proceso de retrotranscripción. Este ADN bicatenario, 

junto con la proteína celular HMG I(Y) y las proteínas virales, RT, IN, MA y Vpr, 

forma un complejo núcleo-proteico denominado complejo de preintegración 

(PIC) que es transportado al núcleo celular (Farnet y Haseltine, 1991; Farnet y 

Bushman, 1997; Miller et al., 1997). Una vez en el núcleo, el ADN proviral es 

integrado por la integrasa viral en el ADN de la célula infectada donde 

permanece en estado de latencia (Fujiwara y Mizuuchi, 1988; Roth et al., 

1989). Determinados factores celulares y virales desencadenan la transcripción 

del ADN proviral integrado, comenzando así la fase tardía del ciclo biológico del 

VIH. La transcripción es llevada a cabo por la proteína celular ARN polimerasa 

II que, junto con las proteínas celulares NF-kB y SP1 y la proteína retroviral Tat, 

asegura la producción de elevados niveles de ARNm. Inicialmente, en el 

citoplasma aparecen moléculas de ARNm que han sufrido un procesamiento 

total y que darán lugar a las proteínas Nef, Tat y Rev. Posteriormente aparecen 

hebras de ARNm sin procesamiento, o con procesamiento parcial, que 

necesitan la ayuda de la proteína viral Rev para ser transportadas del núcleo al 

citoplasma (Neumann et al., 1994). Asimismo, la proteína Rev facilitará la 

traducción de estos mensajeros dando lugar a las poliproteínas Gag y Gag-Pol 

y a la poliproteína Env (Perales et al., 2005). Estas proteínas virales 

sintetizadas en el citoplasma y en el retículo endoplásmico respectivamente, se 

dirigen hacia la membrana celular y se concentran en su cara interior. El 

ensamblaje de las proteínas virales en la membrana origina la encapsidación 

de dos moléculas de ARN sin procesar que contienen el genoma viral. 

Finalmente la partícula viral sale de la célula por gemación a través de la 

membrana celular, proceso durante el cual adquiere la envuelta. En el exterior 

de la célula, la proteasa viral da lugar a la maduración del virión, mediante el 

procesamiento proteolítico de las poliproteínas Gag y Gag-Pol. 
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      Figura 2: Ciclo biológico del VIH-1. 
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1.1.4. Terapia de la infeccion por el VIH 

 

Inmediatamente después del aislamiento e identificación del virus, 

comenzó la búsqueda de agentes antirretrovirales capaces de controlar la 

infección por el VIH-1. En 1987 se aprobó el primer compuesto para su uso en 

humanos, la azidotimidina (AZT), dirigido contra la retrotranscriptasa viral. Diez 

años más tarde apareció el primer inhibidor de la proteasa viral, el Saquinavir. 

A principios del año 2000 se aprobó el Enfuvirtide o T-20, primer medicamento 

dirigido contra el proceso de fusión entre la membrana celular y la envuelta 

vírica (Fung y Guo, 2004; Manfredi y Sabbatani, 2006). En 2007 la FDA aprobó 

el raltegravir, primer fármaco dirigido frente a la integrasa viral, 

(http://www.fda.gov/ForConsumers/ByAudience/ForPatientAdvocates/HIVandAI

DSActivities/ucm124040.htm). La actual terapia antirretroviral de gran actividad 

(TARGA) utiliza combinaciones de fármacos y consigue suprimir al máximo la 

replicación viral durante un largo periodo de tiempo (Hammer et al., 2006). Sin 

embargo, con el tiempo aparecen formas resistentes del virus como 

consecuencia de su elevada tasa de mutación (Wong et al., 1997; Sharkey et 

al., 2000). Este fracaso terapéutico termina conduciendo a la muerte del 

paciente. 

Actualmente se encuentran en fase de desarrollo una nueva familia de 

inhibidores dirigidos contra el correceptor CCR5, que impiden su unión a la 

glicoproteína viral (http://www.aidsinfo.nih.gov/infoSIDA/). Estudios realizados 

in vivo han demostrado que las proteínas accesorias pueden cambiar el curso y 

severidad de una infección viral (Bour y Strebel, 2000). Esto convierte a las 

proteínas accesorias en posibles dianas terapéuticas y hace más interesante y 

necesario su estudio. 
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1.2. LAS PROTEÍNAS ACCESORIAS DEL VIH-1  

 

Las proteínas Nef, Vif, Vpr y Vpu se definieron inicialmente como 

accesorias o auxiliares porque in vitro parecían ser innecesarias para la 

replicación viral. Actualmente se reconoce la importancia de estas proteínas no 

sólo en la virulencia de la enfermedad, sino que juegan un importante papel en 

la interacción entre el virus y la célula hospedadora (Trono, 1998).  

 

 

1.2.1. La proteína Nef y la proteína Vif 

 

La proteína Nef es una proteína de 206 aminoácidos sintetizada en 

etapas tempranas del ciclo de vida del virus (Klotman et al., 1991; Munis et al., 

1992). Esta proteína viral produce un aumento en la infectividad viral (Chowers 

et al., 1994; Miller et al., 1994). Nef interacciona con algunas proteínas de 

membrana celulares y reduce su presencia en la superficie del linfocito. 

Interacciona con receptores CD4 (Goldsmith et al., 1995), MHC-I (Schwartz et 

al., 1996), MHC-II (Schindler et al., 2003), CXCR4 (Hrecka et al., 2005; Venzke 

et al., 2006), CCR5 (Michel et al., 2005), CD8 (Stove et al., 2005) y CD28 

(Swigut et al., 2001). Además, Nef interacciona con serintreoninas y 

tirosinquinasas celulares, componentes de la cascada de señalización celular 

en la activación de linfocitos T (Baur et al., 1997) y estimula las etapas de la 

fase temprana del ciclo viral (Aiken y Trono, 1995; Schwartz et al., 1995). 

La proteína Vif, de 192 aminoácidos, es sintetizada en la fase tardía del 

ciclo viral (Schwartz et al., 1991). La capacidad infectiva del virus depende, en 

algunos tipos celulares, de esta proteína, (Fisher et al., 1987; Sakai et al., 

1993). Los factores celulares APOBEC3G ó APOBEC3F están implicado en su 

mecanismo de acción (Sheehy et al., 2002; Mbisa JL et al., 2010). La proteína 

Vif impide la inhibición viral producida por dichos factores celulares mediante la 

ubiquitinación y posterior degradación del factor (Marin et al., 2003; Sheehy et 
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al., 2003; Nagao et al., 2010). La proteína Vif se incorpora en bajos niveles a 

las partículas virales recién sintetizadas, unida al ARN viral (Khan et al., 2001; 

Henriet et al., 2005; Bernacchi et al., 2007). Como resultado de esta unión, Vif 

es un componente del complejo de retrotranscripción en las células infectadas 

(Carr et al., 2008), provoca la estimulación de la actividad catalítica de la 

retrotranscriptasa y facilita el inicio de la retrotranscripción (Cancio et al., 2004; 

Kataropoulou et al., 2009). Además, la proteína Vif interviene en la 

incorporación de Env a los viriones emergentes (Sakai et al., 1993). 

 

 

1.2.2. La proteína Vpr 

 

La proteína viral R (Vpr) es codificada por el genoma de los virus VIH-1, 

VIH-2 y SIV. Esta proteína básica, de 96 aminoácidos y 14 KDa, forma 

agregados cuando se encuentra en solución. Mediante RMN y utilizando un 

polipéptido soluble de dicha proteína, se ha logrado dilucidar que su estructura 

terciaria consta de tres α-hélices antipáticas formadas por los residuos 17-33,  

38-50 y 55-77 (Fig. 3) (Morellet et al., 2003). Las tres hélices, conectadas por 

bucles, están plegadas en torno a un núcleo hidrofóbico. La proteína Vpr es 

imprescindible para la replicación y patogénesis del virus in vivo (Goh et al., 

1998). Vpr se empaqueta dentro de los viriones y también se encuentra en 

forma soluble en el suero de pacientes (Cohen et al., 1990; Levy et al., 1994). 

El VIH-1 al igual que los onco-retrovirus infecta células en división, sin 

embargo, también es capaz de infectar células que no están en división, como 

los macrófagos completamente diferenciados (Heinzinger et al., 1994). Esta 

particularidad del VIH-1 se debe a la proteína Vpr que, gracias a su carácter 

nucleofílico, puede acceder al núcleo. La proteína Vpr es la responsable de 

transportar el PIC desde el citoplasma hasta el núcleo celular y de, una vez en 

el núcleo, inducir la parada del ciclo celular en la fase G2/M (Jowett JB, 1995; 

Vodicka et al., 1998). Esto lo logra por medio de la interacción con dos 

proteínas celulares: la quinasa Wee1, que inhibe la entrada en mitosis de la 
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célula y la fosfatasa Cdc25C, que pone en marcha el proceso de mitosis (Elder 

et al., 2001; Yuan et al., 2004). Además, Vpr provoca alteraciones transitorias 

en la integridad de la membrana nuclear (de Noronha et al., 2001). La parada 

del ciclo celular supone una ventaja selectiva para el virus, ya que los niveles 

de transcripción virales son mayores durante la fase celular G2 que durante G1 

(Goh et al., 1998; Vodicka et al., 1998; Zhu et al., 2001). Además, esta proteína 

viral incrementa los niveles de transcritos nef a partir del LTR del ADN viral no 

integrado, permitiendo la síntesis eficiente de la proteína Nef incluso en virus 

defectivos en integrasa (Poon et al., 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Estructura de la proteína Vpr del VIH-1.  Modelo  obtenido de los datos de  RMN. Las tres  α-
hélices (17-33, 38-50 y 54-77)  se muestran en color azul, verde y naranja respectivamente. (Adaptado de 
Morellet et al., 2003). 

 

 

También se ha demostrado que la proteína Vpr del VIH-1 es capaz de 

inducir la apoptosis celular (Conti et al., 1998; Stewart et al., 1999; Andersen et 

al., 2008). Algunos estudios han demostrado la interacción entre esta proteína 

y la proteína ANT de la membrana mitocondrial interna. Esto conlleva a la 

formación de canales iónicos en la membrana a través de los cuales se 
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produce la liberación del citocromo c (Jacotot et al., 2000; Jacotot et al., 2001). 

El citocromo c liberado se uniría a proteínas activadoras de la cascada 

apoptótica, como la Apaf-1, y desencadenaría la cascada de activación de las 

caspasas y la apoptosis (Muthumani et al., 2002; Kim et al., 2005). 

La proteína Vpr juega un papel importante en la patogenicidad del SIDA, 

suprime la respuesta inmune mediada por linfocitos TCD4 y TCD8, reduce la 

capacidad de los monocitos para madurar a células dendríticas y la producción 

de interferón gamma en células natural killer (Muthumani et al., 2004; Zhao et 

al., 2005; Majumder et al., 2008). Además, la proteína presente en el suero de 

los individuos infectados por VIH-1 actúa como una virotoxina, puede entrar en 

células no infectadas e inducir su apoptosis u otros daños celulares que 

contribuirían a la neurotoxicidad y demencia producida por el virus (Patel et al., 

2000). También se ha demostrado que la proteína Vpr extracelular puede 

reactivar la producción viral en monocitos humanos con infección viral latente 

(Hoshino et al., 2010). 

 

 

1.2.3. La proteína Vpu 

 

En el año 1988 se identificó una nueva proteína viral codificada en el 

genoma del VIH-1, que fue denominada Vpu (Viral Protein Unknown). Vpu es 

una proteína de unos 81 aminoácidos y un peso molecular de 16 KDa (Strebel 

et al., 1998). En la célula infectada, esta proteína se acumula en el retículo 

endoplásmico, en el aparato de Golgi e incluso en los endosomas implicados 

en el reciclado por endocitosis de las proteínas de membrana (Pacyniak et al., 

2005; Varthakavi et al., 2006). También se ha visto que Vpu se localiza en la 

membrana celular, pero nunca es incorporada al interior de los viriones 

(González y Carrasco, 1998; Pacyniak et al., 2005). Esta proteína codificada 

por el VIH-1 (Cohen et al., 1988) también se ha encontrado en algunos virus de 

la inmunodeficiencia simia (SIV) con los cuales el VIH comparte un ancestro: 
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SIVcpz (Huet et al., 1990), SIVgsn (Courgnaud et al., 2002), SIVmon (Barlow et al., 

2003), SIVmus (Courgnaud et al., 2003), también en SIVden  (en este virus el gen 

es más corto, está cortado en su extremo C-terminal) (Dazza et al., 2005) y en 

SIVgor (Van Heuverswyn et al., 2006). Los análisis de la secuencia de 

nucleótidos de los distintos genes vpu muestran que el gen vpu de SIVcpz está 

filogenéticamente más relacionado con el gen vpu del VIH-1 que con los genes 

vpu de los demás SIV (Gómez et al., 2005). El VIH de tipo 2 (VIH-2) y la 

mayoría de los SIV carecen del gen vpu. Sin embargo, la proteína de la 

envuelta del VIH-2 presenta una actividad similar a la de la proteína Vpu del 

VIH-1, estimulando la liberación de partículas virales recién formadas (Bour S, 

1996; Ritter et al., 1996; Noble et al., 2006). 

 

1.2.3.1. Estructura y funciones de la proteína Vpu 

 

La proteína Vpu es una proteína integral de membrana de tipo I muy 

hidrofóbica, lo que dificulta su aislamiento. Por ello, la mayoría de los estudios 

sobre su estructura son simulaciones de ordenador o estudios de resonancia 

magnética nuclear (RMN) que utilizan solamente uno de los dominios de dicha 

proteína. Esta proteína está formada por dos regiones, una región amino que 

se extiende aproximadamente del residuo 1 al 27 y contiene un elevado 

número de residuos hidrofóbicos (Park et al., 2003), y una región carboxilo 

hidrofílica formada por los 54 residuos restantes (Fig. 4). Las simulaciones 

moleculares por ordenador sugieren que el dominio transmembrana forma 

oligómeros, concretamente un homopentámero dentro de la bicapa lipídica, 

posibilitando su actividad como canal iónico (Cordes et al., 2001; Cordes et al., 

2002). La región carboxilo está formada por dos pequeñas α-hélices 

anfipáticas: la hélice 1, (32-51) se dispone paralela a la membrana (Willbold et 

al., 1997) y la hélice 2 (57-70), de orientación desconocida, se dispondría lo 

más alejada posible de la bicapa lipídica (Bour y Strebel, 2003). Las regiones 

más variables de esta proteína son la región amino terminal (incluyendo la 

mayoría del fragmento transmembrana) y la región carboxilo terminal distal. La 
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región más conservada es la región situada entre la hélice 1 y la hélice 2, un 

bucle que contiene dos serinas fosforiladas, en las posiciones 52 y 56 

(Schubert et al., 1994). A la proteína Vpu se le han atribuido dos funciones 

dentro del ciclo replicativo del virus, cada una localizada en un dominio 

estructural distinto de la proteína y desarrollada en una localización celular 

diferente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Estructura secundaria hipotética de la proteína Vpu del VIH-1. Modelo obtenido de los datos 
de RMN y modelado. La disposición de Vpu en la membrana podría verse alterada por su oligomerización 
o por la interacción con otros factores. (Adaptado de Bour y Strebel, 2003). 

 

 

La región carboxilo interviene en la degradación del receptor celular CD4 

de nueva síntesis (Willey, 1992a). El receptor CD4 y la proteína viral gp160 son 

sintetizados en el retículo endoplásmico, donde interaccionan formando 

complejos no funcionales CD4-gp160. La proteína Vpu, que también es 

sintetizada en el retículo endoplásmico, impide allí que el nuevo CD4 

sintetizado interaccione con gp160 (Willey, 1992). Para ello la proteína Vpu 

interacciona con la proteína β-TrCP generando un complejo ternario CD4-Vpu-

β-TrCP. Esta proteína β-TrCP recluta a su vez a otros componentes del 
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complejo de las ligasa ubiquitina E3 (las proteínas SKp1 y culina 1), que 

provocan la ubiquitinación del receptor CD4 y su posterior degradación 

siguiendo la ruta del proteasoma (Margottin et al., 1998). De esta manera, la 

proteína Vpu permite que la proteína viral gp160 reanude su transporte hacia la 

superficie celular. Las dos α-hélices de la región carboxilo de la proteína Vpu 

son importantes para la degradación del receptor celular CD4, pero solamente 

es requerida la primera para la unión entre la proteína Vpu y la proteína β-TrCP 

(Tiganos et al., 1997). También son esenciales para esta función los dos 

residuos de serina tan conservados que posee esta proteína (Paul y Jabbar, 

1997), puesto que la señal de reconocimiento de ligandos de la proteína β-

TrCP es la fosforilación de uno o dos residuos de serina dentro de un motivo 

conservado DSPGxxSP (Wu et al., 2003; Megy et al., 2005; Evrard-Todeschi et 

al., 2006). Sin embargo, estos residuos no son requeridos para la unión entre 

las proteínas Vpu y CD4, dado que mutantes de Vpu defectivos en fosforilación 

retienen la capacidad para interaccionar con CD4 (Bour et al., 1995). 

Recientemente también se ha comprobado que en la segunda α-hélice de esta 

proteína, los aminoácidos Leu63 (en el subtipo B de VIH-1), otros similares en 

otros subtipos y Val68 (en el subtipo B) son imprescindibles para la disminución 

del receptor CD4 (Hill et al., 2010). Otros estudios han mostrado que el tráfico y 

la maduración de otras proteínas de membrana, como MHC-I y glicoproteínas 

del virus Sindbis resultan alterados por la presencia de Vpu en la célula 

(Kerkau et al., 1997; González y Carrasco, 2001). 

La región transmembrana de la proteína Vpu está relacionada con la 

salida de los viriones de nueva síntesis de las células infectadas. Se ha 

demostrado que los viriones desprovistos de la proteína Vpu quedan anclados 

en la membrana celular (Klimkait et al., 1990). También que la proteína Vpu del 

VIH-1 puede incrementar la liberación celular de otros retrovirus que no poseen 

gen vpu como Visna virus y VIH-2 (Göttlinger et al., 1993) o complementar la 

actividad de proteínas equivalentes en mutantes de otros virus como el virus 

Sindbis (González y Carrasco, 2001). Incluso se ha visto que esta actividad de 

la proteína desaparece cuando se altera la secuencia de aminoácidos de su 

región transmembrana (Schubert et al., 1996). El mecanismo molecular por el 
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cual se lleva a cabo esta función aún permanece desconocido, aunque existen 

varias teorías al respecto. Hay estudios que apuntan a que la presencia de la 

proteína Vpu en la membrana celular provocaría una desestabilización en su 

estructura, siendo ésta la causa de la salida de los nuevos viriones. Las 

primeras evidencias de que la proteína Vpu podía formar un canal iónico 

surgieron de estudios que mostraron que la expresión de esta proteína en 

bicapas lipídicas y en oocitos de Xenopus producía una conductancia que era 

débilmente selectiva para cationes (Ewart et al., 1996; Schubert et al., 1996). 

También se ha demostrado que la expresión de la proteína Vpu en Escherichia 

coli y en células COS produce un incremento de la permeabilidad celular a 

ciertas moléculas como higromicina B, ONPG o uridina (González y Carrasco, 

1998). Incluso se ha comprobado que la actividad de la proteína como canal 

iónico y el incremento en la liberación de partículas virales inducido por Vpu 

desaparece tras un tratamiento con 5-(N,N-dimetil)-amilorida (DMA) y en mayor 

medida con 5-(N,N-hexametilen)-amilorida (HMA), dos derivados de un 

compuesto que bloquea canales iónicos, la amilorida (Ewart et al., 2002). Estos 

hechos podrían indicar que la proteína Vpu formaría poros en la membrana 

celular que permitirían la liberación de los viriones en la célula infectada 

(González y Carrasco, 2003; Mehnert et al., 2007). 

 

1.2.3.2. Interacción de la proteína Vpu con factores celulares 

 

Se ha demostrado que la proteína Vpu incrementa la liberación de 

viriones de una manera dependiente del tipo celular (Sakai et al., 1995). Hay 

líneas celulares consideradas permisivas (COS y 293T) en las que la liberación 

de partículas virales es independiente de la síntesis de la proteína Vpu. Por el 

contrario, en otras líneas celulares restrictivas (Hela, linfocitos T CD4+ y 

macrófagos) la liberación eficiente de partículas virales requiere la actividad de 

la proteína Vpu (Göttlinger et al., 1993; Varthakavi et al., 2003). Estos 

fenómenos sugieren que la proteína Vpu contrarrestaría un factor celular, 

presente en las células humanas pero no en las simias, cuya función sería la 
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de evitar la salida de los viriones de nueva síntesis. Hoy en día se han 

identificado algunos factores celulares que podrían estar implicados en la 

retención viral. La proteína TASK-1 es un canal de potasio expresado en 

células de mamífero. Estudios realizados in vitro muestran que, cuando es 

coexpresado con la proteína Vpu se produce la anulación de la actividad de 

ambas. Vpu inhibe la capacidad como canal iónico de la proteína TASK y ésta, 

a su vez, suprime la liberación de partículas virales mediada por Vpu (Hsu et 

al., 2004; Strebel, 2004).  

Recientemente se ha identificado una proteína de membrana, inducible 

por interferón, que podría estar relacionada con la liberación de viriones 

dependiente de Vpu: BST-2/CD317/Teterina. Esta proteína se localiza dentro 

de dominios lipídicos con una composición enriquecida en colesterol, en los 

cuales el VIH-1 y otros virus con envuelta emergen de la célula infectada 

(Nguyen y Hildreth, 2000; Ono y Freed, 2001; Kupzig et al., 2003). La proteína 

BST-2 se localiza en los mismos compartimentos celulares que la proteína viral 

Vpu: en la membrana plasmática, en el retículo endoplásmico y en el aparato 

de Golgi. Cuando la proteína viral Vpu no se sintetiza, las partículas virales 

recién formadas quedan retenidas en la membrana celular asociadas a la 

proteína BST-2, no pudiendo salir de la célula (Kupzig et al., 2003; Neil et al., 

2008; Dubé et al., 2009). Estas partículas virales retenidas no se acumulan en 

exceso en la membrana celular, lo que sugiere que son destruidas a una 

velocidad similar a la de su síntesis, probablemente por un mecanismo de 

endocitosis seguido de una degradación (McNatt et al., 2009). Estudios 

recientes con células Hela indican que la proteína BST-2 sería incorporada al 

interior de la partícula viral y podrían formarse dímeros entre las proteínas 

incorporadas al virión y las localizadas en la membrana celular, dando lugar a 

la retención viral (Fitzpatrick et al., 2010). Vpu facilita la degradación de la 

proteína BST-2  evitando la retención viral inducida por esta proteína celular. 

De hecho, se ha comprobado que algunos residuos de la región 

transmembrana de BST-2 son necesarios para su neutralización por Vpu 

(Gupta et al., 2009; Dubé et al., 2010; Kobayashi et al., 2011), y que 

determinadas mutaciones en residuos del fragmento transmembrana de la 
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proteína Vpu alteran su capacidad para eliminar el factor BST-2 de la 

membrana celular ( Lv et al., 2011; Skasko et al., 2011). También se ha visto 

que ambas proteínas interaccionan físicamente a través de sus dominios 

transmembrana (Banning, 2010). Aún se desconoce si la degradación de la 

proteína BST-2 ocurre por la ruta del lisosoma o por la del proteasoma 

(Douglas et al., 2009; Goffinet et al., 2009; Gupta et al., 2009; Mangeat et al., 

2009; Mitchell et al., 2009), pero se sabe que la proteína Vpu estimula la 

ubiquitinación de este factor por medio de la proteína β-TrCP del complejo de la 

ligasa ubiquitina E3 (Tokarev, 2011). La proteína BST-2 también es activa 

frente a otros virus con envuelta como el VIH-2 (Le Tortorec y Neil, 2009), el 

virus Ébola (Kaletsky et al., 2009; Lopez et al., 2010) los virus Lassa y Marburg 

(Sakuma et al., 2009) y el herpesvirus asociado a sarcoma de Kaposi 

(Mansouri et al., 2009). Esto sugeriría que la proteína BST-2 constituye un 

mecanismo de defensa general de las células hospedadoras. 

La proteína CAML (ligando de ciclofilina modulado por calcio) también se 

ha relacionado con el secuestro de los viriones de nueva síntesis en la 

membrana celular y, de nuevo, la proteína viral Vpu ha demostrado revertir 

dicho efecto (Varthakavi et al., 2008). No se sabe cómo la proteína CAML 

retiene los viriones en la membrana celular, puesto que es una proteína 

localizada en el retículo endoplásmico y no en la membrana celular (Holloway y 

Bram, 1998). 

 

 

1.3. LA PROTEÍNA VPU FORMA PARTE DE LA FAMILIA DE 

VIROPORINAS 

 

La mayoría de los virus animales cuyo material genético es ARN, 

codifican en su genoma para unas proteínas con al menos un dominio 

transmembrana y con capacidad para alterar el transporte a través de la 

membrana celular. Estas proteínas, implicadas en la salida de viriones desde la 
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célula infectada, reciben el nombre de viroporinas (Carrasco, 1995). Las 

viroporinas muestran propiedades que son comunes a todas ellas, 

independientemente del virus al que pertenezcan. Son proteínas no 

glicosiladas, de pequeño tamaño (entre 50 y 120 aminoácidos) y altamente 

hidrofóbicas. Las viroporinas contienen uno o más dominios hidrofóbicos, 

formando α-hélices antipáticas mediante las que interaccionan con la 

membrana y un dominio de aminoácidos básicos o de aminoácidos aromáticos 

(González y Carrasco, 2003). Una vez insertadas en la membrana tienden a 

oligomerizar, creando así un poro hidrofílico en la membrana de la célula 

hospedadora (Agirre et al., 2002; Melton et al., 2002). Este poro sería  

responsable del aumento en la permeabilidad de la membrana celular 

producido por dichas proteínas (Aldabe et al., 1996; Perez et al., 1997; 

González y Carrasco, 1998; Sanz et al., 2003). Esta desestabilización de la 

membrana celular finalmente conduciría la liberación de la progenie viral por la 

célula hospedadora. 

La primera viroporina en la que se identificó actividad de canal iónico fue 

en la proteína M2 del virus influenza (Pinto et al., 1992). Desde entonces se 

han descubierto otras viroporinas que también tienen dicha actividad, como la 

proteína Vpu del VIH-1 (Ewart et al., 1996), la proteína 6K de los togavirus 

(Melton et al., 2002), la proteína p7 del VHC (Griffin et al., 2003), la proteína E 

de los coronavirus (Wilson et al., 2004) la proteína SH del virus respiratorio 

sincitial humano (Gan et al., 2008) y la proteína 2B de los picornavirus 

(Patargias et al., 2009). La mayoría de las viroporinas no son imprescindibles 

para el ciclo vital del virus, pero facilitan la liberación de las partículas 

infecciosas y aumentan la patogenicidad del virus. Sin embargo, estudios 

recientes muestran que la proteína p7 del VHC es completamente 

imprescindible para la producción de nuevas partículas virales (Brohm et al., 

2009). Últimamente ha aumentado el interés por estas proteínas ya que 

muchos autores las consideran como prometedoras dianas para el desarrollo 

de nuevos fármacos antivirales. 
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1.4. LA PROTEÍNA VPU COMO POSIBLE DIANA TERAPEÚTICA 

 

La proteína Vpu y en general todas las viroporinas representan una 

atractiva diana para el desarrollo de inhibidores (González y Carrasco, 2005). 

El primer inhibidor descrito frente a una viroporina fue la amantadina (Hay, 

1992). Posteriormente se encontraron derivados de la amilorida que eran 

capaces de bloquear la actividad de la proteína Vpu (Ewart et al., 2002). La 

amilorida es una pirazinoylguanidina que inhibe el transporte del ión sodio a 

través de la membrana celular por medio del bloqueo de los canales de sodio 

(Bentley, 1968; Kleyman y Cragoe, 1988). La 5-(N,N-hexametilen)-amilorida 

(HMA) es un derivado de la amilorida, con actividad mucho mayor que ésta 

sobre los canales de sodio (Simchowitz y Cragoe, 1986). Este derivado de 

amilorida inhibe la actividad de diversas viroporinas. Cuando la poliproteína 

Gag se expresa en células Hela se induce la formación y liberación de 

seudopartículas virales (VLPs) al medio de cultivo. La coexpresión de las 

proteínas Gag y Vpu incrementa el proceso de liberación de seudopartículas 

(Göttlinger et al., 1993; Paul et al., 1998). Sin embargo, la liberación de VLPs 

de las células coexpresando la poliproteína Gag y la proteína Vpu es inhibida 

por la adición de HMA al medio de cultivo (Ewart et al., 2002). En infecciones 

con el VIH-1 en monocitos de sangre humana, realizadas in vitro, se observó 

que la HMA y la 5-(N, N-dimetil)-amilorida (DMA), aunque ésta en menor 

medida, inhiben la replicación viral (Ewart et al., 2004). Además, experimentos 

realizados en bicapas lipídicas, con péptidos correspondientes a la región 

amino de la proteína Vpu, indican que la HMA bloquea su actividad como canal 

iónico.  

La metil éster anfotericina B (AME) es otro compuesto que inhibe la 

liberación de partículas virales del VIH-1 recién formadas. El AME es un 

derivado de la anfotericina B, un antifúngico con afinidad por los esteroles de 

las membranas celulares, incluido el colesterol. Estudios antiguos ya 

mostraban que, éste y otros derivados de la anfotericina B, inhibían la infección 

del VIH-1 in vitro (Schaffner et al., 1986; Hansen et al., 1990). Estudios más 
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recientes indican que el tratamiento con AME altera significativamente la 

morfología del virión. Su actividad se relaciona con la presencia de la proteína 

Vpu, puesto que este compuesto no es capaz de inhibir la liberación de viriones 

de nueva síntesis en virus VIH-1 y SIV defectivos en el gen vpu. El tratamiento 

con AME de células 293T que sobreexpresan la proteína celular BST-2, e 

infectadas con virus defectivos en el gen vpu, no afecta al secuestro de estas 

partículas virales por parte de la proteína BST-2. Pero cuando se coexpresan 

BST-2 y Vpu, el tratamiento con AME inhibe la liberación viral producida por 

Vpu. Esto sugiere que el AME reduce significativamente la capacidad de la 

proteína viral Vpu para contrarrestar la actividad de la proteína celular BST-2 

(Waheed et al., 2008). 

Recientemente se ha encontrado un compuesto que inhibe la actividad de 

canal iónico de la proteína Vpu y tiene actividad antiviral para el VIH-1, el 

BIT225 (N-[5-(1-metil-1H-pirazol-4-yl)-naftalen-2-carbonil]-guanidina) (Khoury et 

al., 2010). Cuando se expresa el fragmento transmembrana de la proteína Vpu 

en bicapas lipídicas, se detecta un potencial de membrana consecuencia de la 

proteína Vpu que desaparece con el tratamiento con BIT225. Además, en 

cultivos celulares infectados con el virus VIH-1, este compuesto ha logrado 

disminuir la liberación de nuevas partículas virales (Khoury et al., 2010). Este 

compuesto también inhibe la actividad de canal iónico de la viroporina p7 del 

virus Hepatitis C (Luscombe et al., 2010). Esta droga ha entrado en estudios 

clínicos para ser utilizada como inhibidor de VIH-1 y de VHC.  

 

 

1.5. LA LEVADURA SACCHAROMYCES CEREVISIAE COMO 

SISTEMA BIOLOGICO PARA ESTUDIOS DE PROTEÍNAS 

HETEROLOGAS 

 

La levadura de gemación Saccharomyces cerevisiae es un hongo 

ambiental común muy utilizado como modelo biológico en investigación. Su 
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velocidad de crecimiento es alta, su genética está bien caracterizada (su 

genoma está completamente secuenciado desde el año 1997), su cultivo es 

sencillo y no necesita medidas especiales de seguridad para su manipulación. 

 

 

1.5.1. Utilización de S. cerevisiae en estudios de virología 

 

Entre las ventajas de Saccharomyces, como sistema a utilizar en estudios 

de virología, destaca su capacidad para llevar a cabo modificaciones post-

traduccionales (como la miristilación, la acetilación de extremos amino 

terminales, y el procesamiento proteolítico) indispensables para la actividad de 

muchos productos proteicos. Además, el 30% de los genes implicados en 

enfermedades humanas tienen ortólogos en la levadura (Foury, 1997). Las 

posibilidades de manipulación genética del sistema también facilitan su 

utilización para la detección de dianas terapéuticas (Sturgeon et al., 2006). Por 

todo ello, los estudios realizados en este sistema han sido muy útiles para el 

avance del conocimiento en Virología. 

Las levaduras también son muy empleadas en el estudio de interacciones 

entre proteínas o proteína-ADN, utilizando la técnica two hybrid system. La 

levadura Saccaromyces cerevisiae ha sido exitosamente utilizada como modelo 

eucariota para estudiar los efectos sobre la célula, la antigenicidad y la 

búsqueda de inhibidores de algunas proteínas virales. Esta levadura se utiliza 

en la producción de antígenos virales necesarios para la producción de 

vacunas. Finalmente, la producción de VLPs en levaduras se ha utilizado para 

estudiar la expresión y función de determinadas proteínas virales. Este tipo de 

estudios utilizando el sistema de Saccharomyces sido realizados con una gran 

variedad de virus (Tabla I). 
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Tabla I: Utilidades de Saccharomyces cerevisiae en estudios de virología. 

 

 

Entre las proteínas del VIH-1 que han sido expresadas en levadura se 

encuentran las proteínas Vpr y Vpu. En este sistema se ha reproducido la 

actividad de ambas proteínas, obteniendo nuevos datos sobre su funcionalidad. 

Ensayos realizados con Vpr establecieron los aminoácidos de la proteína que 

son críticos para inhibir el crecimiento de la levadura (Macreadie et al., 1995; 

Yao et al., 2004; Nakazawa et al., 2005). También se han buscado posibles 

inhibidores de la actividad de la proteína viral Vpr. Así se descubrió que la 

fumagilina y el vipirinin eran capaces de revertir la inhibición del crecimiento 

Tipo de 
estudios 

Virus Proteínas  Referencia 

    
Bunyamwera NSs /MED8 (Léonard et al., 2006) 

   VPH E5/Bap31 (Regan y Laimins, 2008) 
   VIH-1 Nef/CD4 (Rossi et al., 1996) 
 Vpr /14-3-3/Cdc25C  (Kino et al., 2005) 
   

Interacciones 
entre 
proteínas 
(Two hybrid 
system) 

HCV NS4A/NS2 (Flajolet et al., 2000) 
    
 Vacunas 
recombinantes 

VHB HBsAg (Valenzuela et al., 1982; Garçon et 
al., 2003) 

    
VPH L1 (Patel et al., 2009) 

   VIH-1 Gag (Sakuragi et al., 2002) 
VIH-2 Gag (Morikawa et al., 2007) 

   

Producción de 
VLPs para 
estudios 
serológicos y 
celulares Poliomavirus 

ratón 
VP1 (Adamec et al., 2005) 

    
Influenza M2 (Kurtz et al., 1995) 

   Poliovirus 2BC (Barco y Carrasco, 1998) 
   VIH-1 Integrasa (Parissi et al., 2000; Desfarges et 

al., 2009)  

 Proteasa (Blanco et al., 2003; M'Barek NB, 
2006) 

 Gp160 (Yang et al., 2009) 

 Nef (Plemenitas et al., 1999; Trible et 
al., 2006) 

 Vpr (Macreadie et al., 1995; Yao et al., 
2002; Ong et al., 2011)  

Estudios 
fenotípicos de 
proteínas 
virales y 
búsqueda de 
inhibidores 

 Vpu (Meusser y Sommer, 2004)  
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celular que provocaba la proteína Vpr. Además, utilizando este sistema celular 

se ha logrado demostrar la interacción física entre la proteína viral Vpr y el 

inhibidor vipirinin (Watanabe et al., 2006; Ong et al., 2011). Por otra parte, la 

degradación del CD4 por la proteína viral Vpu puede ser reconstituida en la 

levadura, mediante la coexpresión de Vpu y el receptor celular CD4 en este 

sistema. Estos ensayos han revelado que la fosforilación de la proteína Vpu no 

interviene en la unión entre esta proteína y el receptor celular CD4, aunque es 

imprescindible para su degradación. También han evidenciado que 

previamente a la proteolisis del receptor CD4, Vpu induce su ubiquitinación 

(Meusser y Sommer, 2004). 

 

 

1.5.2. S. cerevisiae como modelo para el estudio funcional de canales 

iónicos 

 

La homeostasis de la concentración celular de iones es una propiedad 

fundamental de las células vivas. Muchos parámetros fisiológicos importantes 

dependen de la concentración de los principales cationes monovalentes. La 

concentración de potasio determina algunos parámetros fisiológicos tan 

importantes como el volumen celular, el pH intracelular o la fuerza iónica. El 

potasio es el principal componente de las células vivas por lo que muchos 

microorganismos lo retienen de forma activa, para poder crecer y mantenerse 

vivos. Así, este ión se encuentra en el interior celular a concentraciones mucho 

mayores que las del ambiente extracelular (Rodriguez-Navarro, 2000). El 

umbral de toxicidad de otros cationes monovalentes como el sodio o el litio es 

mucho más bajo que el del potasio, por lo que las células evitan su 

acumulación en el citoplasma. Las células eucarióticas emplean el transporte 

activo primario (mediado por ATPasas) y el transporte secundario (mediado por 

canales y cotransportadores) para mantener altas concentraciones de potasio y 

bajas concentraciones de sodio en su interior (Serrano, 1991). 



__________________________________________________________________Introducción 

 29 

En Saccharomyces cerevisiae el principal sistema de toma de potasio 

está codificado por los genes trk1 y trk2 (Gaber et al., 1988; Ko et al., 1990; 

Ramos et al., 1994). El gen trk1 codifica para la proteína TRK1 de1.235 

aminoácidos, con 12 dominios transmembrana (Durell y Guy, 1999). Esta 

proteína es un transportador de potasio de gran afinidad que permite el 

crecimiento celular a concentraciones micromolares de potasio en el medio 

(Rodriguez-Navarro y Ramos, 1984). trk1 fue el primer gen codificante de un 

transportador de potasio clonado en células eucariotas (Gaber et al., 1988). Las 

proteínas TRK1 y TRK2 son idénticas en un 55% de su secuencia de 

aminoácidos; en los segmentos hidrofóbicos esta homología es aún mayor y 

puede alcanzar el 90%. Mutaciones en el gen trk1 provocan un deterioro 

importante en el transporte de potasio y la incapacidad de crecimiento celular 

bajo condiciones limitantes de este catión (Ramos et al., 1994). El papel del 

gen trk2 solo parece ser importante en el mutante trk1, una mutación en el gen 

trk2 produce un empeoramiento en los requerimientos de potasio de un 

mutante trk1 (Ramos et al., 1985; Ko et al., 1990). Las células de levaduras 

∆trk1 ∆trk2 son, por tanto, incapaces de crecer en medios con baja cantidad de 

potasio (menor de 10mM), pero pueden crecer en medios con altas 

concentraciones del mismo, gracias a la entrada inespecífica del potasio 

(Madrid et al., 1998; Bihler et al., 2002). En esta levadura, doble mutante, se 

han identificado otros transportadores de la membrana plasmática que 

contribuyen a la regulación de las concentraciones intracelulares de potasio, 

como el canal Tok1 (Bertl et al., 1993; Maresova et al., 2006). Este canal 

normalmente tiene una fuerte actividad de expulsión de potasio, pero se ha 

descrito que bajo ciertas condiciones también es capaz de mediar la toma de 

dicho ión (Fairman et al., 1999). En condiciones específicas, el potasio puede 

ser sacado de las células de forma activa a través de las ATPasas Ena/Pmr2, o 

por el antiportador Nha1. Estos sistemas de regulación de potasio también son 

capaces de transportar otros cationes como sodio o litio (Haro et al., 1991; 

Bañuelos et al., 1998; Bañuelos et al., 2002).  

La toma y liberación de K+ puede representar una válvula de seguridad 

para ajustar rápidamente el pH intracelular. Si éste disminuye, se acelera la 
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bomba de H+ y la toma de K+ hasta que vuelve a valores normales para la 

célula (Ryan y Ryan, 1972; Ramos et al., 1990). La incorporación de K+ puede 

llevarse a cabo a través de un transporte simporte K+/H+, como en el caso de 

los trk, pero también de un transporte antiporte K+/H+ (Rodriguez-Navarro, 

2000). Además, el doble mutante trk1,2 puede realizar la incorporación de K+ a 

través del canal de baja afinidad NSC1 (Bertl et al., 2003). 

La deleción de los genes trk1 y trk2 afecta a la membrana plasmática, 

provocando una hiperpolarización de la misma (Madrid et al., 1998). Como 

consecuencia del defecto en el potencial de membrana que poseen, las células 

mutantes son mucho más sensibles al ión sodio, a los protones y a la 

higromicina B (Mulet et al., 1999). Este cambio en el potencial de membrana de 

la membrana celular es el principal determinante de la toxicidad de los cationes 

del medio. Además, la deleción del sistema principal de toma de potasio 

provoca la activación de otras rutas de baja afinidad para la toma del ión 

potasio (Wright et al., 1997; Madrid et al., 1998; Mulet et al., 1999). Se ha 

propuesto que transportadores de azúcar o de aminoácidos podrían aceptar y 

transportar cationes, incluso pequeñas cantidades de K+, que mejorarían el 

crecimiento de las levaduras en situaciones limitantes de potasio en el exterior 

(Ko et al., 1993; Wright et al., 1997). 

El doble mutante ∆trk1 ∆trk2 de Saccharomyces cerevisiae ha 

demostrado ser útil en el estudio de canales iónicos de otros organismos, ya 

que permite discriminar la actividad de las proteínas heterólogas en ella 

expresadas, mediante ensayos de hipersensibilidad a drogas e iones (Mercier 

et al., 2004; Ali et al., 2006). Utilizando mutantes trk1, trk2 se han expresado 

canales iónicos de plantas, como Kat1 de Arabidopsis thaliana (Anderson et al., 

1992), canales virales como el canal ATCV-1 Kcv del Paramecium bursaria 

Chlorella virus 1 (PBCV-1) (Gazzarrini et al., 2009) e incluso de mamíferos, 

como los canales murinos mirK 2.1, EAG1, ENAC (Gupta y Canessa, 2000; 

Kolacna et al., 2005; Schwarzer et al., 2008) o las acuoporinas AQP 

(Pettersson et al., 2006). La caracterización funcional de estos canales ha sido 

posible mediante el seguimiento del crecimiento de celular de los mutantes que 

expresaban dichos canales. Asimismo, la utilización de estos mutantes ha 



__________________________________________________________________Introducción 

 31 

permitido la identificación de nuevos inhibidores de algunos canales iónicos 

(Hasenbrink et al., 2005; Chatelain et al., 2009). 
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Una de las proteínas accesorias del VIH-1, la proteína Vpu, facilita la 

salida de los viriones de nueva síntesis de la célula infectada mediante un 

mecanismo aún desconocido. Debido a la dificultad de manejo de la proteína 

completa, los estudios previos con esta proteína viral utilizaron solamente el 

fragmento transmembrana de Vpu. La levadura Saccharomyces cerevisiae 

permite producir, de forma inducible, proteínas de estructura compleja e incluso 

con actividad citotóxica. En este modelo es posible analizar interacciones de 

proteínas heterólogas con la célula eucariota, tales como modificaciones de la 

permeabilidad celular, así como ensayar inhibidores selectivos frente a dichas 

proteínas. 

 

Los objetivos de este trabajo son los siguientes: 

 

1. Poner a punto las condiciones de manipulación de los cultivos de 

Saccharomyces cerevisiae para lograr una expresión eficiente de los 

genes accesorios retrovirales.  

 

2. Caracterizar, en este sistema eucariótico, los efectos inducidos por el 

producto de uno de los genes accesorios del VIH-1, la proteína Vpu. 

 

3. Caracterizar los efectos inducidos por la proteína Vpu en un mutante 

de levadura, deficiente en el transporte de potasio, que permite la 

detección de canales iónicos expresados de forma heteróloga. 

 

4. Estudiar el comportamiento de la proteína Vpu en presencia de 

posibles inhibidores. 
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3.1. MATERIAL BIOLÓGICO 

 

3.1.1. Bacterias 

 

Para la amplificación y purificación de los plásmidos utilizados en este 

trabajo  se utilizó la cepa DH5α de Escherichia coli  [F-, recA1, hsdR17, (rK-, 

mK-), LacZY, argF, U169, supE44, thi1, gyrA96, relA1] (Hanahan, 1983). 

 

 

3.1.2. Levaduras 

 

Los experimentos de este trabajo se llevaron a cabo con dos cepas de 

Saccharomyces cerevisiae. Una cepa silvestre, la W303-1B (MATα, ade 2-1, 

leu 2-3, his 3-11, ura 3-1, trp 1-1, canr 1-100), y la otra, el mutante W∆3 (MATa, 

ade 2-1, leu 2-3, his 3-11, ura 3-1, trp 1-1, canr 1-100, trk1::LEU2, trk2::HIS3) 

(Madrid et al., 1998). La cepa silvestre permite detectar actividades 

citopatogénicas de proteínas heterólogas. La cepa mutante tiene alterado el 

transporte de potasio, lo que la convierte en un sistema adecuado para estudiar 

canales iónicos heterólogos. 

 

 

3.2. MANTENIMIENTO DE MICROORGANISMOS 

 

3.2.1. Medios de cultivo 

 

El medio de cultivo utilizado para el crecimiento de E. coli fue el medio de 

Luria- Bertani (LB) (Sambrook y Russel, 2001) con un 1,5 % de agar (Difco) 
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para los cultivos en medio sólido. Cuando el medio se utilizó con ampicilina 

(Sigma), ésta se añadió a una concentración del 0,01 % (p/v).  

Los medios de cultivo empleados para S. cerevisiae se muestran a 

continuación: 

 

 

Medio Utilización Composición 

   
YPD Medio rico empleado para 

levaduras sin transformar 
bactopeptona (Difco) 20 g/l 
extracto de levadura (Difco) 10 g/l  
glucosa (Panreac) 20 g/l 
adenina (Sigma) 40 mg/l 

   
YNBGlu Medio mínimo utilizado para la 

selección y el mantenimiento de 
los transformantes 

YNB (Difco) 6.7 g/l  
glucosa (Panreac) 20 g/l 
leucina (Sigma) 20 mg/l (sólo cepa W303-1B) 
KCl 100 mM (Merck) (sólo cepa W∆3) 

   
YNBGlu Medio mínimo para el crecimiento 

de transformantes sin inducir el 
promotor plasmídico 

YNB (Difco) 6,7 g/l  
glucosa (Panreac) 20 g/l  
KCl 100 mM (sólo cepa W∆3) 

   
YNBGal Medio mínimo utilizado para el 

crecimiento de los transformantes 
induciendo el promotor 
plasmídico 

YNB (Difco) 6,7 g/l  
galactosa (Sigma) 20 g/l  

 

Tabla II: Composición química de los medios empleados para el cultivo de levaduras. 

 

 

Todos los medios mínimos fueron suplementados con los aminoácidos 

correspondientes dependiendo de las necesidades nutritivas de la cepa a 

utilizar. Los transformantes de la cepa W303-1B necesitan la adición de 

adenina 40 mg/l, histidina 20 mg/l y triptófano 20 mg/l. Los transformantes de la 

cepa W∆3 sólo necesitan la adición de adenina 20 mg/l y triptófano 20 mg/l. 

Todos los aminoácidos fueron suministrados por Sigma. Cuando fue necesario 

ajustar el pH del medio, se utilizó arginina (Merck). Para la obtención de medio 

sólido se añadió agar al 1,5 % (Difco). 
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3.2.2. Conservación de los microorganismos 

 

El mantenimiento a largo plazo de las células de levadura sin transformar 

se realizó a -80 ºC en medio líquido YPD que contenía glicerol al 20 %. Para la 

congelación celular, se partió de una colonia aislada en medio YPD sólido. A 

partir de la colonia, el cultivo se amplificó en 10 ml de YPD líquido, mediante 

incubación a 30 ºC con agitación orbital durante una noche. El cultivo 

amplificado se refrescó diluyéndolo con medio nuevo, hasta lograr que la 

densidad óptica medida en longitud de onda 600 nm (DO600) fuera 0,1. Para 

preparar este cultivo se calculó 20 ml de medio por vial a congelar. Cuando el 

cultivo alcanzó DO600 1,5, se centrifugó a 2.000 rpm durante 5 min. El 

sedimento resultante se resuspendió en YPD con glicerol a razón de 1 ml por 

cada vial a congelar. Esta suspensión celular se alicuotó en criotubos que 

fueron congelados rápidamente a -80 ºC. 

Las colonias de levadura transformantes, aisladas en medio de selección, 

se amplificaron en el mismo medio de selección mediante su siembra en forma 

de estría. Las placas de estas transformaciones y estrías se mantuvieron a 4 

ºC, un tiempo máximo de 1 mes y de 1 semana respectivamente. Para la 

realización de los experimentos se seleccionaron parejas de transformantes 

(pEMBLyex4 y pEMBLyex4vpr, o pEMBLyex4 y pEMBLyex4vpu), con 

velocidades de crecimiento similares en medio no inductor. 

 

 

3.3. TRANSFORMACIÓN DE LOS MICROORGANISMOS 

 

3.3.1. Transformación de Escherichia coli 

 

La transformación de la bacteria E. coli se realizó por el método de PHI-

Broth, en el que las células adquieren el estado de competencia por medio de 
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un tratamiento químico con cloruro de calcio y de rubidio a elevada 

concentración. Para ello, lo primero fue hacer un aislamiento de colonias en 

medio LB sólido, a partir de un cultivo congelado y conservado en glicerol. Se 

seleccionó una colonia y se amplificó en medio LB líquido mediante incubación 

a 37 ºC con agitación orbital durante una noche. El cultivo resultante se 

refrescó diluyendolo en medio nuevo para continuar su crecimiento.  Cuando el 

crecimiento del cultivo fresco alcanzó la fase exponencial temprana, se diluyó 

con un medio de cultivo que contenía sulfato de magnesio 0,4 % (p/v) y se dejó 

crecer hasta alcanzar nuevamente la fase exponencial. En ese momento se 

eliminó el medio mediante centrifugación a 5.000 rpm durante 5 min y las 

células se lavaron con una solución salina pH 5,8 que contenía cloruro de 

rubidio 1,2 % (p/v), cloruro de manganeso 0,98 % (p/v), cloruro potásico 0,3 % 

(p/v) y cloruro de calcio 0,15 % (p/v). Finalmente las células competentes se 

resuspendieron en una solución salina con tampón MOPS 0,1 M pH 7,0 al 10 % 

(v/v), cloruro de rubidio 0,12 % (p/v), cloruro de calcio 0,83 % (p/v) y glicerol 15 

% (v/v). La suspensión de células se alicuotó y las alicuotas se almacenaron 

congeladas a -80 ºC.  

Para la transformación se mezcló en frío una alícuota de bacterias 

competentes con el ADN deseado. Tras una incubación de 10 min en hielo, la 

mezcla se sometió a un choque térmico pasándola rápidamente a 37 ºC y se 

incubó a esta temperatura y en agitación durante 5 min. Para permitir la 

expresión del gen de resistencia a ampicilina, se añadieron 4 volúmenes de 

medio LB sobre las células ya transformadas y se incubaron a 37 ºC en 

agitación durante 30 min. La selección de las bacterias que incorporaron el 

ADN se realizó extendiendo la mezcla anterior en LB sólido suplementado con 

ampicilina 0,01 % (p/v). 
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3.3.2. Transformación de Saccharomyces cerevisiae 

 

La transformación de la levadura S. cerevisiae con la construcción control 

pEMBLyex4 y con las construcciones pEMBLyex4vpr y pEMBLyex4vpu se 

realizó de manera rutinaria cada mes, utilizando el método del acetato de litio 

(Ito et al., 1983). Siguiendo este método, a partir de un cultivo glicerolado se 

sembró en forma de estría una placa con medio YPD y se seleccionó una 

colonia perfectamente aislada. Esta colonia se creció en medio YPD líquido a 

30 ºC con agitación orbital de 300 rpm durante una noche. El cultivo resultante 

se refrescó en medio nuevo y se dejó crecer hasta alcanzar la fase exponencial 

de su crecimiento. A continuación el cultivo se centrifugó a 2.000 rpm  durante 

5 min, se eliminó el medio y las células se lavaron con acetato de litio 0,1 M 

(Sigma) en TE (pH 7,5). Finalmente las células se resuspendieron en un 

volumen 1/100 del volumen inicial de acetato de litio 0,1 M y se incubaron a 30 

ºC en agitación durante 1h, adquiriéndose durante este periodo de tiempo el 

estado de competencia. Estas células competentes se conservaron a 4 ºC 

durante un máximo de 1 semana. Para la transformación se empleó 1 µg de 

ADN plasmídico y 50 µg de ADN transportador de timo de ternera (Sigma), por 

cada 100 µl de concentrado celular. La mezcla se incubó 30 min a 30 ºC. 

Después se añadió polietilenglicol al 40 % (Sigma) para facilitar la unión del 

ADN a la pared celular y se realizó una nueva incubación a 30 ºC en agitación 

de 1h de duración. Transcurrido este tiempo, las células se sometieron a un 

choque térmico de 42 ºC durante 5 min para facilitar la entrada del ADN. A 

continuación, el acetato de litio se eliminó mediante centrifugación. Las células 

se lavaron con TE (pH 7,5) y finalmente se resuspendieron en 100 µl de TE (pH 

7,5). La selección de los transformantes se llevó a cabo sembrando estas 

células en YNBGlu sólido en ausencia de uracilo y con leucina en el caso de la 

cepa W303-1B, ya que el gen Leu2d tiene una expresión demasiado débil para 

permitir el crecimiento masivo de los transformantes.  
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3.4. CRECIMIENTO DE LOS CULTIVOS DE S.CEREVISIAE Y E. 

COLI 

 

3.4.1. Cultivos de bacterias 

 

Los cultivos de E. coli se incubaron a 37 ºC, con agitación continua en un 

agitador orbital si el medio LB era líquido y con ampicilina cuando ésta fue 

necesaria. La determinación del crecimiento de los cultivos se realizó valorando 

la turbidez de los mismos, por medio de la medida de DO660, en un 

espectrofotómetro marca Genesys 10 VIS (Thermo Scientific). 

 

 

3.4.2. Cultivos de levaduras 

 

3.4.2.1. Preparación de inóculos para la inducción con galactosa  

 

Todos los ensayos llevados a cabo se realizaron a partir de cultivos 

frescos de células que estaba en la fase exponencial temprana de su 

crecimiento (DO600 0,5 - 0,9). Estos cultivos se utilizaron como inóculo para la 

inducción con galactosa en los diferentes ensayos. El procedimiento para su 

obtención fue el siguiente. Las colonias de transformantes se amplificaron 

mediante la incubación en medio YNBGlu pH 6,5 a 30 ºC y agitación orbital de 

300 rpm, durante 24 – 27 h. El cultivo obtenido fue centrifugado a 2.000 rpm, 

durante 10 min a temperatura ambiente. Para eliminar los restos de glucosa, el 

sedimento fue lavado con agua mediante centrifugación a 2.000 rpm, durante 

10 min a temperatura ambiente. A continuación las células fueron 

resuspendidas en agua y diluidas en medio mínimo con galactosa a la 

densidad adecuada para cada ensayo. La determinación del crecimiento de los 

cultivos se realizó valorando la turbidez de los mismos por medio de la medida 
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de DO600, en un espectrofotómetro Genesys 10 VIS, en el rango de valores en 

el que existe linealidad entre la lectura de la DO y el número de células. 

 

3.4.2.2. Cinéticas de crecimiento 

 

Para estudiar la cinética de crecimiento de los cultivos, se partió de un 

número de células equivalente a una DO600 0,005 en medio líquido inductor 

(DO600 1 = 3x107 ufc). Los cultivos fueron incubados a 30 ºC y 300 rpm durante 

varios dias, a lo largo de los cuales se fueron extrayendo muestras para 

determinar su crecimiento.  

 

3.4.2.3. Tratamiento con higromicina B 

 

Para la realización de las curvas de concentración de higromicina B, se 

preparó un inóculo como se ha descrito previamente. Una vez que el inóculo 

alcanzó la fase exponencial, se centrifugó y se diluyó hasta DO600 0,003 en 

medio YNBGal pH 7,0 suplementado con 30 mM ó 100 mM KCl. Este inóculo 

se dividió en alícuotas de 2 ml y a cada una se le añadió higromicina B (Roche) 

a la concentración deseada. A continuación todas las alícuotas de cultivo 

fueron incubadas a 30 ºC, en agitación orbital, hasta que los controles 

alcanzaron la fase exponencial de su crecimiento. En ese momento se midió la 

turbidez de los cultivos para determinar su crecimiento. 

 

3.4.2.4. Tratamiento con  5-(N,N-hexametilen)-amilorida 

 

La 5-(N,N-hexametilen)-amilorida (HMA) suministrada por Sigma, se 

resuspendió a una concentración 10 mM en Dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma) y 

se conservó a -20 ºC en oscuridad. El inóculo, obtenido como se describe 

previamente, se diluyó a DO600 0,002. Esta suspensión celular se dividió en 
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alícuotas de 2 ml y a cada alícuota de cultivo se le añadió el volumen adecuado 

de la solución de HMA, hasta alcanzar la concentración deseada de la droga. 

Asimismo se prepararon alícuotas de cultivo a las que se les añadieron los 

mismos volúmenes de solvente. Todos los cultivos se incubaron a 30 ºC, en 

agitación orbital, hasta que los controles alcanzaron la fase exponencial de su 

crecimiento. Finalmente se midió la turbidez de los distintos cultivos para 

determinar su crecimiento. 

 

3.4.2.5. Cultivo de levaduras en medio sólido 

 

Para estudiar el crecimiento celular en medio sólido por diluciones 

seriadas, se preparó un inóculo de células como se indica en el punto 3.4.2.1. 

Dicho cultivo, tras ser centrifugado, lavado y resuspendido en agua, se utilizó 

para inocular el medio de cultivo (YNBGlu o YNBGal) a DO600 0,4. A partir de 

esta dilución se realizaron varias diluciones seriadas en el medio de elección, 

con un factor de dilución 2. De cada dilución se sembraron 4 µl en placas de 

YNBGal o YNBGlu pH 7,0 ajustado con Arg. Estas placas se incubaron a 30 ºC 

durante 6 días a lo largo de los cuales se observó el crecimiento celular y se 

plasmó en imágenes digitales con la ayuda de un escáner de la marca hp.  

 

 

3.5. MANIPULACIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS 

 

3.5.1. Vector plasmídico 

 

El vector plasmídico utilizado en este trabajo fue el plásmido de alto 

número de copias pEMBLyex4 (Cesareni y Murray, 1987) (Fig. 5). Este 

plásmido contiene un origen de replicación para E. coli (ORI) y un origen de 

replicación para S. cerevisiae (2µ ORI), lo que hace que sea capaz de replicar 
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en ambos tipos de microrganismos. Contiene el gen ampr que confiere 

resistencia al antibiótico ampicilina a las bacterias transformadas con él. 

También tiene el gen defectivo Leu2d y el gen URA3, que codifican para las 

enzimas implicadas en la ruta biosintética de la leucina y del uracilo 

respectivamente y que son usados como marcadores de selección de las 

levaduras transformadas. Este plásmido también contiene el promotor 

CYCGAL que se reprime en presencia de glucosa y se activa en presencia de 

galactosa, permitiendo la expresión del inserto en el momento deseado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Vector plasmídico pEMBlyex4. (Adaptado de la Belgian coordinated collections of 
microorganisms.) 
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3.5.2. Enzimas 

 

Todas las enzimas de restricción fueron suministradas por New England 

Biolabs y se utilizaron siguiendo las indicaciones del fabricante, en las 

soluciones salinas proporcionadas por el mismo. El fragmento Klenow de la 

ADN polimerasa de E. coli, utilizado para amplificar fragmentos de ADN 

mediante PCR, fue suministrado por New England Biolabs. Para las reacciones 

de ligación se utilizó la ADN ligasa del fago T4 de New England Biolabs.  

 

 

3.5.3. Preparación y purificación de las construcciones plasmídicas  

 

La construcción pEMBLyex4vpu fue obtenida previamente en nuestro 

laboratorio. La construcción pEMBLyex4vpr se obtuvo durante el desarrollo de 

este trabajo; mediante PCR se obtuvo el ADNc del gen vpr, a partir del 

plásmido pTM1vpr. Para ello primero se linealizó el plásmido que contenía el 

molde de la reacción de PCR, mediante digestión en un volumen de 20 µl, con 

la enzima de restricción NcoI. A continuación el ADN linearizado se purificó 

utilizando el kit comercial WizardR DNA Clean-up system de la casa comercial 

Promega, para eliminar la enzima de restricción y las sales del tampón de 

digestión. Para ello, la muestra se mezcló con 1ml de resina Clean-up, se 

mezcló y se añadió a una columna de purificación. Esta columna se sometió al 

vacío para que el ADN penetrase en ella y tras eliminar el eluido, el ADN se 

lavó con 2 ml de isopropanol utilizando vacío. Para secar la columna ésta se 

colocó sobre un tubo eppendorf y se realizó una centrifugación a 13.000 rpm 

durante 2 min. A continuación la columna se colocó en un tubo eppendorf 

limpio, se le añadió 50 µl de agua destilada estéril y precalentada a 65 ºC y, 

tras una incubación de 1 min, se centrifugó durante 1 min a 13.000 rpm para la 

elución del ADN. Este ADN se utilizó como molde para amplificar la secuencia 

del gen vpr en la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) (Mullis y Faloona, 

1987). Durante dicha reacción se introdujeron las dianas de restricción SmaI 
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(5’) y BamHI (3’) en los extremos de la secuencia amplificada. En la PCR se 

emplearon como cebadores los oligonucleótidos OL-3 (TCCTCCCCCGGGATG 

GAACAAGCCCCA) y A-3 (GGGCCCGGATCCTACTAGGATCTACTGG) a una 

concentración 5 µM. Las soluciones utilizadas durante la reacción (tampón de 

reacción, MgCl2 1,5 mM y dNTPs 0,2 mM) se adquirieron a Amershan 

Pharmacia. La reacción se llevó a cabo con 5 µl del purificado anterior en un 

volumen final de 100 µl, en un termociclador PTC-100TM (MJ Research, INC). 

Tras la reacción, el producto de amplificación fue purificado con el kit comercial 

WizardR DNA Clean-up system como se ha indicado anteriormente. El 

fragmento purificado se digirió con las enzimas de restricción SmaI y BamHI y 

después se aisló en gel de agarosa de bajo punto de fusión al 1,5 %. Se 

recortó el trozo de agarosa que contenía el fragmento de ADN de 290 pb, con 

un bisturí estéril y se introdujo en un tubo eppendorf. Sobre el recorte de gel se 

añadió 3 volúmenes de yoduro sódico 6 M (Sigma) y se calentó a 65 ºC hasta 

que la agarosa se fundió. Se extrajo el fragmento de ADNc de la agarosa, 

utilizando el kit comercial WizardR DNA Clean-up system y finalmente se 

resuspendió en 50 µl de agua destilada estéril. 

El plásmido pEMBlyex4 sufrió un proceso similar de corte con las enzimas 

de restricción SmaI y BamHI, para conseguir extremos compatibles con el 

ADNc para la proteína Vpr. Esta digestión se cargó en un gel de agarosa de 

bajo punto de fusión al 0,7 %. El fragmento con un tamaño similar a 8,8 Kb fue 

cortado de dicho gel y purificado como se ha descrito previamente. 

La reacción de ligación entre el ADNc del gen vpr y el plásmido 

pEMBLyex4 linealizado se llevó a cabo mezclando 5 µl del ADNc que codifica 

para la proteína Vpr con 1 µl del plásmido. Esta reacción fue catalizada por la 

enzima ADN ligasa del fago T4 en una incubación de 17 h a 16 ºC.  

Esta construcción se amplificó siguiendo el procedimiento que se detalla a 

continuación y después se secuenció para comprobar su calidad. Para la 

secuenciación se utilizaron los oligonucleótidos OL4 y OL8 (correspondientes a 

las regiones 5’ y 3’ flanqueantes al polilynker del plásmido), en una reacción de 

PCR, con el kit BigDye® Terminator v2.0 (PE Biosystems). Mediante este 

procedimiento, basado en el método de Sanger (Sanger et al., 1977) y 
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utilizando un secuenciador automático, se obtuvo la secuencia completa del 

gen amplificado y su posición en el plásmido. 

 

 

3.5.4. Amplificación de las construcciones plasmídicas 

 

Para aumentar el número de copias de las construcciones se utilizó la 

cepa DH5α de E. coli. Esta cepa fue transformada con las construcciones 

plasmídicas (ver punto 3.3.1.). Los transformantes se seleccionaron en placas 

de LB agar con ampicilina al 0,01 % (p/v). Se picaron varias colonias obtenidas 

durante la selección y se crecieron individualmente en 5 ml de medio líquido de 

LB suplementado con ampicilina 0,01 % (p/v). Estos minicultivos, después de 

incubarlos durante una noche a 37 ºC en agitación, fueron lisados para extraer 

el plásmido del interior celular. Para ello, las células se sedimentaron mediante 

centrifugación. A continuación las células se lisaron utilizando una solución de 

lisis (NaOH 0,1 N (Merck), EDTA 0,01 M (Merck) y SDS 2 % (p/v) (Serva)) e 

incubándolas 2 min en agua hirviendo. Posteriormente se añadió 50 µl de 

cloruro magnésico 1M y la mezcla se dejó incubar 2 min en hielo. Entonces la 

mezcla se centrifugó a 13.000 rpm durante 1 min, se retiró el sobrenadante y el 

sedimento fue neutralizado con 50 µl acetato potásico 5 M pH 4,8 (Merck). Tras 

2 min de incubación en hielo, se centrifugó a 13.000 rpm durante 1 min. El ADN 

plasmídico disuelto en el sobrenadante fue precipitado mediante la adición de 

etanol 100 % y posterior centrifugación. El ADN precipitado se lavó con etanol 

70 % y finalmente se resuspendió en agua que contenía RNAsa 0,1 mg/ml. 

Una vez extraídas las construcciones plasmídicas, se comprobó que éstas 

contenían el inserto, mediante digestión con las enzimas de restricción SmaI y 

HindIII. El producto de la digestión se analizó en un gel de agarosa al 1 %. 

Los cultivos transformantes de E. coli en los que se había confirmado la 

presencia de inserto en el plásmido fueron amplificados a gran escala. La 

amplificación se realizó inoculando 500 ml de medio LB con ampicilina 0,01 % 

(p/v) con 1,5 ml del cultivo seleccionado. Las construcciones se extrajeron con 
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el kit comercial QuiagenR Plasmid Maxi Kit de Quiagen, según las indicaciones 

del fabricante. Para ello, las células fueron sedimentadas mediante 

centrifugación a 6.000 rpm a 4 ºC durante 15 min y posteriormente lisadas con 

SDS. Este lisado se trató con RNAsa A, para la degradación del ARN celular y 

se centrifugó a 12.000 rpm a 4 ºC durante 30 min, para la eliminación de los 

restos celulares y del ADN genómico. El sobrenadante obtenido, conteniendo el 

ADN plasmídico, se cargó en una columna de cromatografía para purificar este 

ADN. Tras eluir el ADN en isopropanol, éste se rehidrató lavándolo con etanol 

al 70 % y finalmente se resuspendió en 500 µl de TE pH 8,0. El ADN así 

resuspendido fue conservado a -20 ºC. Para calcular el rendimiento de la 

purificación, se cargó 1 µl de producto purificado en un gel de agarosa y se 

sometió a electroforesis. Mediante tinción con bromuro de etidio y bajo la luz 

ultravioleta se visualizó este producto. 

 

 

3.5.5. Electroforesis en geles de agarosa 

 

La separación e identificación de fragmentos de ADN se realizó mediante 

electroforesis en geles de agarosa. Para ello se prepararon geles de agarosa 

(Gibco) de concentraciones que oscilaron entre 0.7 y 1,5 % según el tamaño de 

los fragmentos que se deseaba analizar. Las muestras se cargaron en tampón 

de carga (glicerol, 0,25 % de azul de bromofenol y 0,25 % de xileno-cianol). 

Junto a las muestras se cargó un marcador de peso molecular (1Kb DNA de 

Gibco), para la identificación de las bandas de interés. La electroforesis se 

desarrolló en tampón TAE (Tris 0,48 % (Sigma), ácido acético 0,11 %(Merck) y 

EDTA 1 mM (Merck)), a 80 V. Para la visualización del ADN, cada gel de 

agarosa fue posteriormente teñido con una solución que contenía bromuro de 

etidio a 10 mg/ml, desteñido con agua para eliminar el exceso de bromuro de 

etidio y fotografiado mientras era iluminado con un transiluminador de radiación 

UV. 
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3.6. MANIPULACIÓN DE PROTEÍNAS 

 

3.6.1. Obtención de extractos de proteína a partir de cultivos de S. 

cerevisiae 

 

Las proteínas totales procedentes de cultivos de la levadura S. cerevisiae 

se obtuvieron cuando cada cultivo celular alcanzó DO600 1,0. En ese momento 

se extrajo 1 ml de cultivo que se centrifugó a 13.000 rpm durante 1 min a 

temperatura ambiente. El sobrenadante resultante se eliminó y sobre el 

sedimento de células se añadió 1 ml de solución de lisis (NaOH 0,2 M (Merck), 

β-mercaptoetanol 0,1 M (Merck) y PMSF 0,1 mM (Roche)). Tras una incubación 

de 5 min en hielo, se agregó 2 µl de TCA 100% (Merck). Inmediatamente se 

incubó a 65 ºC durante 5 min y posteriormente a 4 ºC otros 5 min. A 

continuación se centrifugó a 13.000 rpm durante 1 min. El sedimento fue lavado 

con acetona enfriada a -20 ºC (Merck) y después fue secado. El sedimento que 

contenía las proteínas precipitadas se resuspendió en 100 µl de tampón de 

muestra, que contenía: 0,16 M Tris-HCl pH 6,8 (Merck), glicerol 13,3 % (v/v) 

(Merck), SDS 2 % (p/v) (Serva), DTT 1,5 % (p/v) (Sigma), azul de bromofenol 

0,033 % (p/v) (Sigma). Finalmente las muestras fueron sonicadas y hervidas 

durante 5 min. Su conservación se realizó a – 20 ºC. 

 

 

3.6.2. Electroforesis de proteínas 

 

Los extractos de proteínas fueron analizados en geles desnaturalizantes 

de acrilamida-bisacrilamida con dodecilsulfato sódico (SDS-PAGE). El gel de 

empaquetamiento se preparó con: acrilamida 5 % (p/v) (Serva), bisacrilamida 

0,161 % (p/v) (Merck), SDS 0,1 % (p/v), persulfato amónico 0,05 % (p/v) 

(Merck), TEMED 0,05 % (v/v) (Serva) y 0,12 M Tris-HCl pH 6,8. El gel 

separador se preparó con: acrilamida al 20 % (p/v), bisacrilamida 0,33 % (p/v), 
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(SDS) 0,1 % (p/v), persulfato amónico 0,05 % (p/v) y TEMED 0,05 % (v/v), 

0,325 M Tris-HCl pH 8,8. Como marcador de peso molecular se utilizó tampón 

de muestra con una mezcla de proteínas marcadoras: ovoalbúmina (45 KDa), 

anhidrasa carbónica (29 KDa) y α-lactoalbúmina (14,2 KDa) de Sigma. La 

concentración final de cada proteína marcadora era 1 mg/ml. De cada uno de 

los extractos y del marcador se cargó un volumen de 10 µl, en un gel de 20 cm 

de longitud. El tampón de electroforesis empleado contenía Tris base 0,495 M, 

glicina 0,38 M y SDS 0,1 % (p/v). Finalmente la electroforesis se realizó a 

voltaje constante de 125 V hasta que las muestras atravesaron el gel 

empaquetador y a partir de aquí a 60 V durante toda la noche hasta que el 

frente salió del gel. 

 

 

3.6.3. Electrotransferencia 

 

Las proteínas, separadas previamente por SDS-PAGE, se transfirieron a 

una membrana de nitrocelulosa (Trans-blot Transfer Medium de Bio-Rad). El 

gel de resolución se puso en contacto con una membrana de su mismo 

tamaño. A cada lado se colocó una capa de papel Whatman 3 MM y por fuera 

de ésta una esponja absorbente. Todo ello se manipuló humedecido con 

tampón de transferencia. Este buffer consistió en una solución tris 25 mM y 

glicina 113 mM que se ajustó a pH 8,3 con HCl y se mezcló con metanol (20 % 

(v/v)). El sándwich se colocó en un soporte de plástico y se introdujo en una 

cubeta rellena de tampón de transferencia. La transferencia se desarrolló a un 

amperaje constante de 200 mA durante toda la noche. Para comprobar que la 

transferencia de las proteínas había funcionado, se desmontó el sistema 

anterior y la membrana se incubó con una solución de rojo Ponceau al 1 % 

(p/v) (Sigma) en ácido tricloroacético al 3 % (v/v) (Merck). La tinción se realizó 

incubando la membrana en esta solución durante 2 min y lavándola 

posteriormente en agua destilada para eliminar el exceso de colorante. 
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3.6.4. Anticuerpos 

 

La procedencia de los anticuerpos utilizados en el trabajo y la dilución 

empleada se indica a continuación. El anticuerpo policlonal anti-Vpu, 

procedente de conejo, previamente había sido producido en nuestro 

laboratorio. El anticuerpo monoclonal anti-3-fosfoglicerato quinasa de levadura 

fue suministrado por Molecular Probes. Ambos anticuerpos se emplearon en 

dilución 1:5.000. El anticuerpo policlonal anti-Vpr, producido en conejo y 

donado por Dr. J. Koop. (suministrado por el NIBSC, UK), se utilizó en dilución 

1:500. Como anticuerpo secundario se utilizó IgG (H+L) anti-conejo obtenida en 

cabra e IgG (H+L) anti-ratón obtenida en cabra. Ambos anticuerpos, 

conjugados a peroxidasa y suministrados por Pierce, se utilizaron en dilución 

1:10.000.  

 

 

3.6.5. Inmunodetección de proteínas mediante western-blot 

 

La membrana se bloqueó para prevenir la unión no específica de los 

anticuerpos. Para ello se incubó la membrana durante 1 h con solución de 

bloqueo (leche desnatada 5 % (p/v) en PBS 1X). A continuación esta solución 

se retiró, y la membrana se incubó durante 2 h con el anticuerpo primario en 

solución de anticuerpo primario (4 ml de solución de bloqueo y 16 ml de PBS 

1X). Después de tres lavados con solución de lavado (PBS-Tween al 0,05 % 

(v/v)) la membrana se incubó durante 1 h con el anticuerpo secundario diluido 

en solución de lavado. Finalmente se hicieron cuatro nuevos lavados de la 

membrana en solución de lavado y las proteínas se detectaron utilizando el 

sistema de detección quimioluminiscente de Amersham Pharmacia Biotech. 

Para ello se añadió 1,5 ml de cada una de las soluciones del kit sobre la 

membrana, que se dejó actuar durante 1 min. Tras eliminar el exceso de 

reactivo, la membrana revelada se puso en contacto, a oscuras, con una 

película fotográfica en el interior de un casete. La película se reveló en un 
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cuarto oscuro, incubándola con líquidos reveladores y fijadores. De cada 

membrana se impresionaron varias películas con tiempos de exposición 

variables. 
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4.1. SACCHAROMYCES CEREVISIAE COMO MODELO 

BIOLÓGICO PARA EXPRESAR PROTEÍNAS ACCESORIAS DEL 

VIH-1 

 

El primer objetivo de este trabajo fue la obtención de un sistema celular 

eficiente para expresar genes accesorios del VIH-1, como vpu y vpr; para lo 

que elegimos la levadura Saccharomyces cerevisiae. La genética de esta 

levadura (posibilidad de marcadores de selección, promotores fuertes y 

regulables y amplificación de plásmidos con alto número de copias) y su 

biología molecular (mecanismos de traducción y postraduccionales) hacen 

ventajosa, frente a otros sistemas, su utilización en la expresión de proteínas 

heterólogas y en ensayos funcionales de las proteínas sintetizadas. La proteína 

Vpr es la proteína accesoria retroviral que mayor citopatogenicidad muestra en 

diversos sistemas de expresión. Vpr detiene el ciclo celular de las células en la 

fase G2 y produce daños en las estructuras celulares que pueden conducir a la 

muerte celular. La proteína Vpr había sido anteriormente expresada en 

levaduras, produciendo parada del ciclo celular y muerte celular (Macreadie et 

al., 1995; Gu et al., 1997). Por ello, la proteína Vpr fue elegida como control en 

la puesta a punto del sistema de expresión. En este modelo eucarótico, que ha 

demostrado su utilidad para el análisis de proteínas heterólogas con actividad 

de canal iónico, decidimos expresar la proteína Vpu. Buscábamos un modelo 

biológico eficaz para analizar la actividad directa de la proteína Vpu sobre la 

célula. 
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4.1.1. Expresión inducible de genes accesorios del VIH-1 en la levadura 

Saccharomyces cerevisiae 

 

Los promotores GAL son una buena herramienta cuando se quiere 

controlar la producción en levaduras de una proteína heteróloga, ya que dichos 

promotores se inducen con galactosa y permiten obtener altos niveles de 

proteína (Johnston, 1987). La glucosa reprime estos promotores, bloqueando 

completamente la síntesis basal de la proteína heteróloga. Este control sobre la 

actividad del promotor permite expresar proteínas tóxicas para la levadura. El 

vector de expresión pEMBLyex4 nos permitió situar los genes retrovirales bajo 

el control del promotor híbrido CYCGAL10, promotor fuerte, inducible con 

galactosa y formado por un fragmento del promotor CYC y otro del promotor 

del gen Gal10 (Cesareni y Murray, 1987). Utilizando células de Saccharomyces 

cerevisiae, transformadas con el plásmido vacío o portando la secuencia del 

gen vpr, se analizó el efecto citotóxico de la proteína Vpr sobre cultivos de la 

levadura (Fig. 6). A partir de un cultivo de levadura en fase de crecimiento 

exponencial, se inoculó medio mínimo con glucosa y medio mínimo con 

galactosa. A lo largo del tiempo se tomaron muestras para cuantificar el 

crecimiento celular, obteniéndose la cinética de crecimiento del cultivo (Fig. 

6A). En medio no inductor los dos cultivos empezaron a crecer a la vez, 

mantuvieron la misma tasa de multiplicación y ambos alcanzaron DO600 3 

después de 46 h de cultivo. Por el contrario, en medio inductor el 

comportamiento de ambos cultivos fue diferente. El cultivo transformante para 

pEMBlyex4 fue el único capaz de crecer, alcanzando DO600 3 después de 74 h 

de incubación, mientras que el cultivo transformante para pEMBlyex4vpr fue 

incapaz de crecer incluso después de 76 h de incubación. También se analizó 

la toxicidad de la proteína Vpr en cultivos en medio sólido (Fig. 6B). En este 

caso, a partir de un inóculo de la levadura transformada y creciendo en fase 

exponencial se sembraron diluciones seriadas de cultivo en placas con medio 

no inductor YNBGlu pH 7,0 y con medio inductor YNBGal pH 7,0. Después de 

varios días de incubación en ausencia de galactosa, se observó que tanto el 

cultivo control (los transformantes pEMBlyex4) como el cultivo Vpr (los 
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transformantes pEMBlyex4vpr) eran capaces de crecer y que el crecimiento de 

ambos cultivos era similar. Sin embargo cuando la glucosa del medio de cultivo 

era sustituida por galactosa, después de cuatro días de incubación sólo había 

crecido el cultivo control, no apareciendo ninguna colonia en el cultivo Vpr ni 

siquiera en la primera dilución (equivalente a 4,8 x104 ufcs). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Crecimiento de la cepa W303-1B de Saccharomyces cerevisiae, transformada con los 
plásmidos pEMBLyex4 (control) y pEMBLyex4vpr (Vpr), en medio con glucosa y en medio con 
galactosa. Panel A: Cinética de crecimiento de los cultivos en medio líquido a pH 7,0. El tiempo se midió 
a partir de la inoculación de medio mínimo con glucosa o galactosa. Control (■) Vpr (□). Panel B: 
Diluciones seriadas de los cultivos, en medio sólido a pH 7,0. Los cultivos inoculados a DO600 0,2 
(glucosa) ó 0,4 (galactosa) (1) fueron diluidos ½ de forma seriada (2-5). Se depositaron 4 µl de cada 
dilución en la placa con el medio medio correspondiente. Las placas se incubaron durante 2 dias 
(YNBGlu) ó 3 dias (YNBGal). 
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Estos resultados indicaban que la presencia de galactosa en el medio de 

cultivo provocaba una fuerte inhibición en el crecimiento de la levadura 

transformante pEMBlyex4vpr, probablemente por la presencia intracelular de la 

proteína Vpr.  

Una vez comprobado que en nuestro sistema de expresión éramos 

capaces de reproducir la actividad descrita en la literatura para la proteína Vpr, 

se utilizó dicho sistema para buscar posibles efectos citopatogénicos de la 

proteína Vpu (Fig. 7). A partir de un cultivo de levadura, transformada con la 

construcción plasmídica que contenía el gen vpu y en fase de crecimiento 

exponencial, se inoculó medio mínimo inductor y no inductor. A lo largo del 

tiempo se tomaron muestras de ambos cultivos (control y Vpu) para ver el 

crecimiento celular, obteniéndose las cinéticas de crecimiento de estos cultivos 

(Fig. 7A). En medio no inductor ambos cultivos empezaron a crecer a la vez, 

crecieron a la misma velocidad y finalmente alcanzaron DO600 3 (después de 

46 h de cultivo). Sin embargo, en medio inductor se detectaron diferencias 

entre ambos cultivos: el cultivo transformante para pEMBlyex4 comenzó a 

crecer a las 65 h postinducción, mientras que el cultivo transformante para 

pEMBlyex4vpu no lo hizo hasta pasadas 72 h de inducción. Una vez 

abandonada la fase de latencia, ambos cultivos mostraban un perfil de 

crecimiento similar y alcanzaban la misma DO600.  

También se analizó la actividad de la proteína Vpu en medio sólido (Fig. 

7B). En este caso, con el inóculo de levadura transformada se sembraron 

diluciones seriadas en placas con medio que contenía, o no, galactosa. Tras 

varios días de incubación se observó que, en medio sólido con glucosa, tanto 

los transformantes pEMBlyex4 como los transformantes pEMBlyex4vpu fueron 

capaces de crecer y tuvieron un crecimiento similar. Por el contrario, cuando el 

medio contenía galactosa y después de 3 días de incubación, el cultivo 

transformante pEMBlyex4vpu presentaba su crecimiento reducido (dos 

diluciones inferior con respecto al crecimiento del cultivo control). Cuando estas 

placas de cultivo se dejaban incubando más tiempo (hasta 6 días), en ambos 



___________________________________________________________________Resultados 

 63 

cultivos llegaban a detectarse el mismo número de diluciones con crecimiento 

(datos no mostrados). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Crecimiento de la cepa W303-1B de Saccharomyces cerevisiae, transformada con los 
plásmidos pEMBLyex4 (control) o pEMBLyex4vpu (Vpu), en medio con glucosa y en medio con 
galactosa. Panel A: Cinética de crecimiento de los cultivos en medio líquido a pH 7,0. El tiempo se midió 
a partir de la inoculación de medio mínimo con glucosa o con galactosa. Control (■) Vpu (□). Panel B: 
Diluciones seriadas de los cultivos, en medio sólido a pH 7,0. Los cultivos inoculados a DO600 0,2 
(glucosa) ó 0,4 (galactosa) (1) fueron diluidos ½ de forma seriada (2-5). Se depositaron 4 µl de cada 
dilución en la placa con el medio correspondiente. Las placas se incubaron durante 2 dias (YNBGlu) ó 3 
dias (YNBGal).  
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Todos estos resultados indicaban que la producción intracelular de la 

proteína retroviral Vpu provoca un retraso en el crecimiento de los cultivos de 

Saccharomyces cerevisiae. 

El siguiente paso fue comprobar que las levaduras cuyo crecimiento 

resultaba retrasado contenían en su interior celular las proteínas virales Vpr o 

Vpu. Tras la inducción del promotor CYCGAL con galactosa y un periodo de 

incubación que asegurase un número de células apropiado para la detección 

proteica, se analizó el contenido proteico de los extractos celulares de los 

cultivos de levadura portadores de la construcción pEMBLyex4vpr o 

pEMBLyex4vpu mediante SDS-PAGE. Ninguna de las dos proteínas virales 

pudieron ser detectadas directamente en geles, ni por tinción con azul de 

coomasie ni con marcaje metabólico radioactivo utilizando metionina 35S 

(Resultados no mostrados). Pensamos que el pequeño tamaño de ambas 

proteínas podría influir en la dificultad de su detección y por ello probamos a 

hacer la detección de ambas proteínas mediante western-blot (Fig. 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Detección de las proteínas Vpr y Vpu en los cultivos de Saccharomyces cerevisiae 
transformados con pEMBLyex4, pEMBLyex4vpr o pEMBLyex4vpu. Western-blot de los extractos 
proteicos de los cultivos transformados con: pEMBLyex4 (A-1 y B-1), pEMBLyex4vpr  (A-2) ó 
pEMBLyex4vpu  (B -2). Todos los cultivos fueron crecidos en presencia de galactosa. 
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La enzima glicolítica celular fosfoglicerato kinasa (PGK), es un buen 

marcador de referencia para comparar el contenido proteico en los extractos 

celulares. El gen pgk se expresa de forma constitutiva en la célula de 

Saccharomyces cerevisiae, llegando a producir el 5% del mRNA total celular 

(Holland y Holland, 1978). La incubación con los anticuerpos correspondientes 

demostró que las levaduras producían y retenían en su interior celular elevados 

niveles tanto de proteína Vpr como de proteína Vpu. 

Todos estos resultados demostraban que el sistema celular que habíamos 

seleccionado era muy eficiente en la síntesis de proteínas retrovirales 

accesorias, y sensible a la actividad de dichas proteínas. También pudimos 

concluir que la sensibilidad de los cultivos era mayor en medio líquido que en 

medio sólido. 

 

 

4.1.2. La presencia de leucina en el medio de cultivo impide detectar la 

actividad de las proteínas Vpr y Vpu del VIH-1 en cultivos de 

Saccharomyces cerevisiae 

 

La cepa W303-1B de S. cerevisiae es auxótrofa para leucina, por lo que 

en medios carentes de este aminoácido la levadura no puede crecer. El 

plásmido pEMBlyex4 contiene el marcador Leu2d del gen LEU2 (beta-

isopropylmalato dehydrogenasa), que complementa la auxotrofía de las células. 

Sin embargo, este marcador presente en el plásmido tiene delecionada parte 

de la región promotora, hecho que hace que su expresión sea reducida (Erhart 

y Hollenberg, 1983).  

Para establecer si nuestra construcción plasmídica permitía la total 

independencia de leucina, se estudió el crecimiento celular en medio 

suplementado o no con leucina (Fig. 9). El cultivo control presentó un perfil de 

crecimiento similar bajo ambas condiciones de cultivo. Sin embargo, el cultivo 

que sintetizaba la proteína Vpu en el medio que contenía leucina mostró un 

crecimiento similar al del cultivo control, pero en ausencia de leucina mostró un 
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retraso de 10 h. Después de 87 h de incubación, el cultivo que expresaba Vpu 

alcanzaba valores de saturación idénticos a los del cultivo control, mostrando 

una adaptación a la presencia de la proteína viral. Con respecto al cultivo que 

expresaba el gen vpr, se vio que en medio de cultivo sin leucina era incapaz de 

crecer incluso después de 75 h de incubación, mientras que cuando el medio 

de cultivo contenía leucina empezaba a crecer después de 63h de incubación, 

aunque su crecimiento era mucho más lento que el del cultivo control.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: Influencia de la leucina sobre la actividad de las proteínas Vpr y Vpu del VIH-1 en los 
cultivos de Saccharomyces cerevisiae. Cinéticas de crecimiento de cultivos en medio mínimo con 
galactosa, pH 7,0 en presencia o no de leucina 0,2 %. Las cinéticas se realizaron a partir de inóculos 
obtenidos en presencia o ausencia de leucina al 0,2 % respectivamente. El tiempo se midió a partir de la 
inducción con galactosa. Control (■), Vpr (∆), Vpu (□).   

 

 

Además, realizamos otros ensayos con  transformantes que habían sido 

amplificados a partir de una colonia en placas que contenían o no leucina 
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las colonias durante su aislamiento, también era preciso adicionar la leucina 

durante la amplificación de las colonias de transformantes. Sin embargo, el 

aminoácido no debía añadirse ni durante la preparación de inóculos, ni durante 

la inducción de los cultivos, puesto que su presencia interfería con la detección 

de la actividad de las proteínas retrovirales. 

 

 

4.1.3. El tamaño de la población inicial de células en los cultivos 

inducidos es crítico para la detección de la actividad de las proteínas Vpu 

y Vpr del VIH-1 

 

La detección de actividad de proteínas heterólogas en cultivos celulares 

exige la utilización de un cultivo lo más homogéneo posible. Saccharomyces 

cerevisiae es una levadura que se divide por gemación, es decir, en cada 

célula madre surge una yema que, tras un proceso de maduración, es liberada 

originando una célula hija de tamaño inferior al de la células madre. Esta 

división celular asimétrica da lugar a una heterogeneidad de la población, tanto 

en tamaño como en envejecimiento, que se refleja en diferencias en el fenotipo 

y en la respuesta al estrés de sus individuos (Sumner y Avery, 2002). Por este 

motivo, consideramos importante analizar cual era el tamaño adecuado de la 

población inicial de levadura, en el momento de inducir la expresión de la 

proteína recombinante Vpr, a fin de poder detectar la actividad proteica. Para 

fijar este parámetro se hicieron cinéticas de crecimiento con cultivos inoculados 

a DO600 0,150, 0,050 ó 0,005 (Fig. 10). La presencia de la proteína Vpr en los 

cultivos de levadura producía una inhibición en el crecimiento de los cultivos en 

los tres casos. Sin embargo, aunque la inhibición del crecimiento de este cultivo 

era drástica, terminaba siendo indetectable cuando la DO600 inicial de los 

cultivos era 0,150 ó 0,050; no así en el caso de los cultivos con DO600 inicial 

0,005 que mantenían dicha inhibición incluso después de 90h de incubación. 

Es decir, el número de células en el momento de la inducción con galactosa era 
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determinante para la detección de la actividad de la proteína retroviral sobre el 

crecimiento celular.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10: Influencia del tamaño de la población celular en el momento de la inducción con 
galactosa sobre la actividad de la proteína Vpr. Cinéticas de crecimiento de los cultivos en medio 
líquido pH 7,0. cuya DO600 inical fue 0,150 (A), 0,050 (B) ó 0,005 (C); el tiempo se midió a partir de la 
inoculación de medio mínimo con galactosa. Control (■), Vpr (□). 

 

 

Una vez comprobado que el tamaño de la población celular afectaba la 

capacidad de detección de la fuerte actividad de la proteína Vpr, decidimos 

estudiar qué ocurría con la proteína Vpu, de actividad más débil. Se hicieron 

cinéticas de crecimiento con cultivos portadores del gen vpu  inoculados a 

DO600 0,150, 0,050 ó 0,005 (Fig. 11). La proteína Vpu producía una inhibición 

en el crecimiento de los cultivos, que era de solo 3 h cuando el cultivo inicial 

tenía DO600 0,150, aumentando a 4h si la DO600 era 0,050 y llegaba hasta 10 h 

cuando la DO600 del cultivo inicial era 0,005. Es decir, el número de células en 

el momento de la síntesis de la proteína retroviral, era mucho más crítico, para 

la detección de variaciones en el crecimiento celular, en el caso de la expresión 

de la proteína Vpu que en el de la proteína Vpr.  
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Figura 11: Influencia del tamaño de la población celular en el momento de la inducción con 
galactosa sobre la actividad de la proteína Vpu. Cinéticas de crecimiento de los cultivos en medio 
líquido pH 7,0 cuya DO600 inicial fue 0,150 (A), 0,050 (B) ó 0,005 (C); el tiempo se midió a partir de la 
inoculación de medio mínimo con galactosa. Control (■), Vpu (□). 

 

 

Estos ensayos mostraban que, la detección de las alteraciones 

fenotípicas producidas por la actividad de las proteínas accesorias del VIH-1, 

era óptima cuando  la DO600  de los cultivos en el momento de la inducción con 

galactosa era 0,005. 
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la inducción afecta la detección de actividad de la proteína retroviral Vpu 

 

El hecho de que con la proteína Vpu detectáramos una actividad mucho 
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disminuye a medida que avanza el ciclo de crecimiento de los cultivos. Los 

cultivos de Saccharomyces cerevisiae, cuando utilizan la glucosa como fuente 

de carbono, muestran cinco fases de crecimiento bien definidas: latencia, 

exponencial, cambio diauxico, fase postdiáuxica y estacionaria. En cada una de 

estas fases se expresan diferentes genes, lo que hace que las características 

celulares varíen a lo largo del crecimiento del cultivo (Derisi et al., 1997). 

Cuando las células entran en la fase estacionaria comienzan su proceso de 

envejecimiento (Ashrafi et al., 1999). En esta fase, las células acumulan 

carbohidratos de reserva como trehalosa y glucógeno, alcanzan el máximo 

nivel de resistencia a estrés y su pared celular se vuelve más gruesa y 

resistente a la digestión por liticasa (Werner-Washburne et al., 1993). 

Se analizó la actividad de la proteína Vpu utilizando cultivos de levadura 

en diferentes momentos de su crecimiento correspondientes al metabolismo 

fermentativo (Fig. 12). Células transformadas con el vector control o con el 

vector portador de la secuencia codificante de vpu se cultivaron en medio con 

glucosa. Se extrajeron sucesivamente alícuotas de los cultivos cuando éstos 

alcanzaron: la fase exponencial temprana (DO600 0,3), la mitad de la fase 

exponencial (DO600 0,6) o la fase exponencial tardía (DO600 1,2) (Fig. 12A). 

Seguidamente, las alícuotas recogidas se utilizaron para inocular medio 

inductor y se realizó el seguimiento de la cinética de crecimiento de los nuevos 

cultivos (Fig. 12B). Observamos que en los cultivos que procedían de las 

alícuotas extraídas al inicio de la fase exponencial, la presencia de la proteína 

Vpu no alteraba ni el inicio ni la velocidad de crecimiento del cultivo. Si los 

inóculos utilizados ya habían alcanzado el final de la fase exponencial, la 

proteína Vpu alargaba la fase de latencia unas 3h más que la del control. La 

fase de latencia aumentaba hasta 6h en el caso de los cultivos inoculados con 

células en plena fase exponencial de su crecimiento. Estos resultados 

mostraron que, para tener una buena detección de la actividad de la proteína 

Vpu del VIH-1 en los cultivos de levadura, el momento óptimo para inducir la 

síntesis de dicha proteína en el cultivo inóculo, era la mitad de la fase 

exponencial del crecimiento.  
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Figura 12: Comparación del efecto de la proteína Vpu en cultivos de Sacchraromyces cerevisiae en 
diferentes estados de crecimiento. (A): Se creció un cultivo en medio mínimo con glucosa y de él se 
tomaron tres alícuotas en diferentes estadios de su crecimiento (1- fase exponencial temprana, 2- mitad 
de la fase exponencial o 3- exponencial tardía). (B): Las tres alícuotas extraídas se utilizaron como 
inóculos para realizar cinéticas de crecimiento en medio mínimo con galactosa a pH 7,0 (1, 2 y 3). El 
tiempo se midió a partir a partir de la inoculación del medio mínimo. Control (■), Vpu (□).  

 

 

 

0,0

1,0

2,0

3,0

4,0

50 60 70 80 90 10049 59 69 79 89 9946 56 66 76 86 96

0,0

1,0

2,0

3,0

0 10 20 30 40 50

1

2

3

A.

B.

D
O

60
0

D
O

60
0

Tiempo (h) Tiempo (h) Tiempo (h)

321

Tiempo (h)

0,0

1,0

2,0

3,0

4,0

50 60 70 80 90 10049 59 69 79 89 9949 59 69 79 89 9946 56 66 76 86 96

0,0

1,0

2,0

3,0

0 10 20 30 40 50

1

2

3

A.

B.

D
O

60
0

D
O

60
0

Tiempo (h) Tiempo (h) Tiempo (h)

321

Tiempo (h)



Resultados___________________________________________________________________ 

 72 

4.2. CARACTERIZACIÓN DE LA ACTIVIDAD DE LA PROTEÍNA 

VPU DEL VIH-1 UTILIZANDO LA CEPA W303-1B DE LA 

LEVADURA SACCHAROMYCES CEREVISIAE 

 

Una vez observado que la presencia de la proteína Vpu producía un 

fenotipo de S.cerevisiae con crecimiento retrasado, procedimos a caracterizar 

la actividad de la proteína viral en este sistema celular. Otras proteínas virales 

con actividad de canal iónico han sido expresadas en este sistema celular para 

caracterizar su actividad. Este es el caso de la proteína M2 del virus de la gripe, 

que también pertenece a la familia de las viroporinas. Esta proteína modifica el 

fenotipo de la levadura y su actividad ha podido ser bloqueada utilizando este 

sistema celular (Kurtz et al., 1995). La toxina viral K1 del micovirus ScV-M1 

muestra actividad de canal iónico para K+ en esferoplastos (Martinac et al., 

1990) y modifica el gradiente de H+ y el transporte de K+ en levaduras 

completas (de la Peña et al., 1981; Sesti et al., 2001). 

 

 

4.2.1. El efecto de la proteína Vpu del VIH-1 sobre los cultivos de 

Saccharomyces cerevisiae es dependiente del pH del medio de cultivo  

 

Estudios de proteínas con actividad de canal iónico, realizados en cultivos 

de levadura, han mostrado que la actividad de éstas es dependiente del pH del 

medio extracelular. La proteína murina Kir 2.1 expresada de manera heteróloga 

en S. cerevisiae muestra muy poca actividad en cultivos celulares crecidos a 

pH ácido, y su máximo de actividad en cultivos celulares crecidos en medio con 

pH neutro (Hasenbrink et al., 2005; Kolacna et al., 2005). Estas observaciones 

nos llevaron a buscar el pH óptimo para la actividad de la proteína Vpu. Para 

estudiar si el pH del medio de cultivo celular afectaba a la actividad de la 

proteína Vpu, se realizaron cinéticas de crecimiento de cultivos de levadura en 

medio mínimo a diferentes pHs (Fig. 13).  
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Figura 13: Influencia del pH del medio de cultivo sobre la actividad de la proteína Vpu del VIH-1 en 
cultivos de levadura. Panel A: Cinética de crecimiento de los cultivos en medio líquido a pH 5,4 (1) (el 
pH natural del medio) 6,0 (2); 6,5 (3); o 7,0 (4). El tiempo se midió a partir de la inoculación de medio 
mínimo con galactosa. Control (■), Vpu (□). Panel B: Comparación del crecimiento alcanzado por los 
cultivos a los distintos pHs (DO600). El % de inhibición expresa el diferencial de crecimiento del cultivo Vpu 
con respecto al cultivo control. % Inhibición = [100 – 100 x (DO Vpu/DO C)]. 
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Los cultivos de levadura control mostraron un retraso en el inicio de su 

crecimiento según el pH del medio de cultivo se acercaba a la neutralidad. 

Mientras que para pH 5,4 el crecimiento exponencial del cultivo comenzaba 

alrededor de las 41 h postinducción, a pH 7,0 se retrasaba 27 h más. Cuando 

el pH era ácido, la presencia de la proteína Vpu apenas alteraba el inicio del 

crecimiento del cultivo, mientras que retrasaba aún más el inicio de la fase 

exponencial en los cultivos crecidos a pH 7,0 (Fig. 13A). La inhibición del 

crecimiento del cultivo producido por la proteína Vpu era dependiente del pH 

del medio de cultivo; la tasa máxima de variación entre la inhibición detectada a 

pH 7,0 y a pH 5,4 alcanzó el valor 2,3 (Fig. 13B). Por tanto, la inhibición del 

crecimiento celular que producía la proteína Vpu del VIH-1 era mayor y más 

prolongado en el tiempo, cuanto más cercano a la neutralidad era el pH del 

medio de cultivo.  

La correlación entre el pH del medio de cultivo y la inhibición del 

crecimiento del cultivo celular podía deberse a dos causas: a una variación en 

la cantidad de proteína Vpu en el interior celular en función del pH del medio ó 

a una sensibilidad de la actividad de la proteína Vpu al pH del medio. Para ver 

cual de las hipótesis era la cierta, se analizó la cantidad de proteína Vpu 

acumulada en el interior celular a cada pH. Para ello, los distintos cultivos se 

dejaron crecer hasta el mismo momento del crecimiento celular, y entonces se 

recogió un alícuota de cada uno de ellos para la realización de un western-blot 

(Fig. 14). Los resultados mostraron que, bajo estas condiciones de cultivo, la 

proteína Vpu era sintetizada por la levadura a todos los pHs de crecimiento 

celular. Tomando como referencia la cantidad de proteína PGK, se pudo 

comparar las cantidades relativas de proteína Vpu en los extractos celulares de 

los cuatro pHs ensayados. Observamos que no se produjeron diferencias 

significativas en las cantidades relativas de proteína Vpu acumulada en el 

interior celular. Estos resultados confirmaban que las diferencias observadas 

en el crecimiento de los cultivos celulares en función del pH era consecuencia 

de un aumento de actividad de la proteína Vpu a pHs próximos a la neutralidad. 
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Figura 14: Síntesis de la proteína Vpu en cultivos de Saccharomyces cerevisiae realizados a 
distintos pHs. Los extractos proteicos de los cultivos crecidos a distintos pHs se analizaron por western-
blot. Todos los cultivos fueron crecidos en presencia de galactosa. 

 

 

4.2.2. La actividad de la proteína Vpu del VIH-1 sobre los cultivos de 

Saccharomyces cerevisiae es sensible a la concentración de iones K+ en 

el medio de cultivo  

 

Como ya se ha comentado en la introducción, el potasio tiene funciones 

muy importantes para la supervivencia celular. En la naturaleza, este ión se 

encuentra en concentraciones del rango de micromolar, mientras que la 

concentración intracelular del catión es aproximadamente 150 mM (Ogino et 

al., 1983). Un elevado contenido de este ión en el medio extracelular puede 

provocar su entrada masiva al interior celular, a través de transportadores 

inespecíficos. Como consecuencia, el transporte iónico a través de la 

membrana plasmática se puede ver alterado para compensar los niveles 

fisiológicos de este ión. Por este motivo, y dado que la proteína Vpu se ha 

descrito como un posible canal iónico, se estudió el comportamiento de la 

proteína Vpu en presencia de diferentes concentraciones de potasio. Para ello, 

se realizaron cinéticas de crecimiento con cultivos de levadura con la cantidad 
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mínima de potasio requerida para el crecimiento celular (7 mM, en el medio 

YNB), con una cantidad algo mayor (17 mM), o con alta concentración de 

potasio (107 mM) (Fig. 15).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15: Influencia del ión K+ sobre la actividad de la proteína Vpu del VIH-1 en cultivos de 
levadura. Panel A: Cinética de crecimiento de los cultivos en medio de cultivo a pH 7,0 y concentración 
de KCl: 7mM (1), 17mM (2) ó 107 mM (3). Los cultivos se prepararon con un inóculo  crecido en medio 
con KCl 7mM. El tiempo se midió a partir de la inoculación en medio mínimo con galactosa. Control (■), 
Vpu (□). Panel B: Comparación del crecimiento alcanzado por los cultivos a distintas concentraciones de 
K+ (DO600). El % de inhibición expresa el diferencial del crecimiento alcanzado por el cultivo Vpu con 
respecto al cultivo control. % Inhibición = [100 – 100 x (DO Vpu/DO C)]. 
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exponencial tardía, mientras que los crecidos con un exceso de K+ se 

encontraban en una fase estacionaria (Fig. 15A). Por tanto, observamos que el 

potasio aceleraba el crecimiento de los cultivos de Saccharomyces cerevisiae. 

Además, la proteína Vpu provocaba una inhibición en el crecimiento de los 

cultivos de levadura menor a medida que aumentaba la concentración de ión 

K+ en el medio de cultivo (Fig. 15B). 

La correlación entre el aumento en la concentración de ión K+ en el medio 

de cultivo y la disminución en la inhibición del crecimiento podía ser 

consecuencia de un cambio en la síntesis o en la estabilidad de la proteína. 

Para ver si esto ocurría, se examinó la cantidad de proteína Vpu acumulada en 

el interior celular en cada una de las condiciones de cultivo. Para ello, los 

cultivos celulares crecidos con distintas concentraciones de ión K+ en el medio, 

se dejaron crecer hasta el inicio de la fase exponencial del cultivo y mediante 

western-blot se analizó el contenido proteico de los extractos celulares (Fig. 

16). Vimos que los cultivos de Saccharomyces cerevisiae eran capaces de 

sintetizar la proteína Vpu cuando crecían en un medio con un mínimo o un 

exceso de ión K+. Mediante comparación con la señal obtenida por la proteína 

PGK, concluimos que no había diferencias significativas en la cantidad de 

proteína Vpu acumulada en el interior celular en las distintas concentraciones 

de K+ ensayadas. Estos resultados mostraron que las células de S. cerevisiae 

sintetizaban la misma cantidad de proteína Vpu creciendo en un medio que 

contenía KCl 7, 17 ó 107 mM, sugiriendo la posibilidad de que en presencia de 

altas concentraciones de ión potasio en el medio, las células eran resistentes a 

la actividad de la proteína retroviral Vpu. 
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Figura 16: Síntesis de la proteína Vpu en cultivos de Saccharomyces cerevisiae crecidos con 
distintas cantidades de K+. Los extractos proteicos de los cultivos crecidos a distintos pHs se analizaron 
por western-blot. Todos los cultivos fueron crecidos en presencia de galactosa.  

 

 

4.2.3. La 5-(N,N-hexametilen)-amilorida es capaz de revertir el efecto que 

produce la proteína Vpu del VIH-1 sobre el crecimiento de cultivos de S. 

cerevisiae 

 

Se ha demostrado que la 5-(N,N-hexametilen)-amilorida (HMA) inhibe la 

actividad de diversas viroporinas tales como la proteína E del coronavirus 

SARS en células L2 y L929 murinas (Wilson et al., 2006), la proteína p7 del 

virus de la hepatitis C, la proteína M del virus del dengue expresadas en 

bicapas lipídicas (Premkumar et al., 2004; Premkumar et al., 2005) e incluso la 

propia proteína Vpu en células Hela (Ewart et al., 2002).  

Dado que nosotros detectábamos que la actividad de Vpu en S. 

cerevisiae era dependiente de las condiciones iónicas de los cultivos, nos 

pareció interesante ensayar en nuestro sistema este inhibidor del 

intercambiador Na+/H+. Por ello, preparamos cultivos en medio líquido en 

presencia de cantidades variables de HMA y los dejamos crecer hasta que el 

cultivo sin HMA alcanzó la fase exponencial. En ese momento se tomaron 

muestras de todos los cultivos y se midió su densidad óptica (Fig. 17A).  
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Figura 17: Efecto de la adición de 5-(N,N-hexametilen)-amilorida al medio de cultivo, sobre el 
crecimiento de la cepa silvestre. Panel A: Crecimiento de cultivos en medio mínimo con galactosa pH 
7,0 en presencia de HMA. En cada concentración de HMA, se muestra el valor obtenido después de 
restar la DO600 en medio con el correspondiente volumen del solvente (DMSO). Panel B: Efecto genuino 
del solvente sobre el crecimiento de cada cultivo. Control (■), Vpu (□). 
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Se observó que cantidades crecientes de HMA, hasta 10 µM, producían 

una estimulación del crecimiento en el cultivo de levaduras productoras de la 

proteína Vpu. Este efecto se perdió con HMA 20 µM. Por el contrario, en el 

cultivo de levaduras control (transformadas con el plásmido pEMBlyex4) se 

observó reducción del crecimiento de forma ligera en presencia de 

concentraciones de HMA hasta 10 µM y drásticamente con 20 µM. Estos 

resultados mostraban que cuando la levadura S. cerevisiae crecía en presencia 

del inhibidor HMA, el efecto estimulador de éste compensaba el retraso en el 

crecimiento provocado por la proteína retroviral Vpu. La HMA utilizada estaba 

disuelta en dimetilsulfóxido (DMSO) y dicho solvente afecta por sí mismo al 

crecimiento celular. Por este motivo estudiamos el efecto que producía el 

solvente en los cultivos de levadura (Fig. 17B). Ambos cultivos sufrían una 

estimulación en su crecimiento como consecuencia del efecto del DMSO, pero 

la estimulación que experimentada el cultivo control era mayor que la que sufría 

el cultivo productor de la proteína Vpu. En el caso del cultivo portador de la 

proteína Vpu, la estimulación de su crecimiento podría atribuirse tanto a HMA 

como al DMSO, si bien cuanto menores eran las concentraciones de solvente, 

menos se enmascaraba el efecto de HMA. Ambos cultivos experimentaban 

fuerte toxicidad por HMA 20 µM, claramente producida por HMA. 

Los resultados sugirieron que el tratamiento con HMA revertía la actividad 

de la proteína Vpu del VIH-1 en la cepa silvestre de Saccharomyces cerevisiae 

y este efecto solo puede ser detectado cuando la concentración del solvente es 

baja. Además, la actividad de la proteína Vpu interfiere con la entrada de 

DMSO al interior celular o con la actividad de éste una vez dentro de la célula. 

 

 

4.2.4. La actividad inhibidora de la proteína Vpu en la cepa silvestre 

aumenta en condiciones de abundancia de nutrientes  

 

Cuando la cepa silvestre de levadura crece en un medio extracelular con 

déficit de purinas, se ha visto que la auxotrofía para adenina provoca la 
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acumulación intracelular de un intermediario metabólico del nucleótido. Este 

metabolito resulta tóxico para las células, así que es necesaria la 

suplementación del medio de cultivo con adenina en abundancia para asegurar 

el crecimento celular. También se ha visto que en la levadura algunas proteínas 

transportadoras de nutrientes pueden alterar el intercambio iónico entre la 

célula y el medio externo (Wright et al., 1997; Perez-Valle et al., 2007). Puesto 

que la actividad de la proteína Vpu en la cepa silvestre es sensible a la 

concentración de iones K+ del medio de cultivo y la auxotrofía de la levadura 

para adenina hace necesaria la modificación de la cantidad de adenina del 

medio, nos plantearnos si el déficit/exceso de adenina del medio modificaría el 

intercambio iónico celular, alterando así la actividad de la proteína viral (Fig 18). 

Para responder a esta cuestión, se realizaron cinéticas de crecimiento con 

cultivos de levadura crecidos hasta la fase de exponencial de crecimiento, en 

medio con 20 mg/l o con 40 mg/l de adenina. Con estos cultivos se inoculó 

medio mínimo inductor que contenía la correspondiente concentración de 

adenina.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18: Influencia de la adenina sobre la actividad de la proteína Vpu del VIH-1 en cultivos de 
Saccharomyces cerevisiae. Cinética de crecimiento en medio a pH 6,5 en presencia de Ade 40 mg/l: 
Control (■) y Vpu (□) o de Ade 20 mg/l: Control (●) y Vpu (○). Los cultivos provenían de un inóculo con la 
misma cantidad de adenina. El tiempo se midió a partir de la inoculación de medio mínimo con galactosa. 
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Los dos cultivos de levadura mostraron un adelanto en el inicio de su 

crecimiento cuando el medio contenía adenina 20 mg/l. En estas condiciones el 

efecto inhibidor de la proteína Vpu era débil, contrariamente a lo observado 

cuando la adenina se encontraba en abundancia, donde el cultivo portador de 

la proteína Vpu mostraba un retraso en el crecimiento del 66%. Estos 

resultados mostraban que en condiciones de abundancia de la base 

nitrogenada, la actividad de la proteína Vpu del VIH-1 confería una gran 

desventaja para el crecimiento de las células silvestres. 

 

 

4.3. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD DE LA PROTEÍNA VPU DEL 

VIH-1 UTILIZANDO LA CEPA W∆3 DE LA LEVADURA 

SACCHAROMYCES CEREVISIAE 

 

En este trabajo hemos demostrado que la síntesis de la proteína Vpu en 

la cepa silvestre de Sacharomyces cerevisiae provoca un retraso en el 

crecimiento de los cultivos y que concentraciones elevadas de potasio en el 

medio confieren resistencia al efecto de la Vpu en la levadura. La proteína viral 

ha sido descrita como canal iónico en estudios electrofisiológicos, aunque se 

desconoce su especificidad (Ewart et al., 1996; Schubert et al., 1996). La 

genética de la levadura permite caracterizar canales iónicos heterólogos 

mediante el análisis de fenotipos de crecimiento (Nakamura y Gaber, 1998). En 

Saccharomyces los dos genes que regulan la entrada de potasio en la célula, 

trk1 y trk2, codifican para las proteínas TRK1 y TRK2 respectivamente 

(Rodriguez-Navarro y Ramos, 1984). La cepa mutante trk1 trk2 de 

Saccharomyces cerevisiae ha demostrado ser útil en el estudio de canales 

iónicos de otros organismos ya que permite discriminar la actividad de las 

proteínas heterólogas en ella expresadas (Mercier et al., 2004; Ali et al., 2006).   
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4.3.1. La proteína viral Vpu produce la estimulación del crecimiento de los 

cultivos ∆trk1,2 de Saccharomyces cerevisiae 

 

Utilizamos la cepa W∆3, constituida por mutantes defectivos de levadura 

trk1 trk2, para ensayar la complementación de la proteína Vpu con los 

transportadores de alta afinidad para el potasio. En primer lugar analizamos el 

crecimiento, en medio sólido, de cultivos con los mutantes que habíamos 

transformado con pEMBlyex4 ó pEMBlyex4vpu (Fig. 19). Después de tres días 

de incubación, en medio no inductor observamos que el crecimiento de ambos 

cultivos era similar. Sin embargo cuando el medio de crecimiento contenía 

galactosa, el cultivo del transformante pEMBlyex4vpu crecía más que el cultivo 

control. Cuando estas placas de medio sólido se dejaban incubar más tiempo, 

ambos cultivos terminaban alcanzando el mismo crecimiento.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19: Crecimiento de la cepa ∆trk1,2 de Saccharomyces cerevisiae, transformada con los 
plásmidos pEMBLyex4 (control) o pEMBLyex4vpu (Vpu), en medio con glucosa y en medio con 
galactosa.. Diluciones seriadas en medio sólido pH 7,0. Los cultivos inoculados a DO600 0,2 fueron 
diluidos ½ de forma seriada. Se depositaron 4 µl de cada dilución en la placa con el medio medio 
correspondiente. Las placas se incubaron durante 2 dias (YNBGlu) ó 3 dias (YNBGal). 

 

 

Con objeto de confirmar la presencia de proteína Vpu en el mutante, se 

prepararon cultivos de transformantes pEMBlyex4 ó pEMBlyex4vpu en medio 

líquido inductor y se analizó el contenido proteico del extracto celular mediante 
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western-blot (Fig. 20). Observamos que al igual que ocurría en la cepa salvaje, 

los mutantes  portadores de la construcción pEMBLyex4vpu sintetizaban de 

manera eficiente la proteína Vpu del VIH-1. Los resultados obtenidos indicaban 

que, en la cepa mutante trk1 trk2 de Saccharomyces cerevisiae, la presencia 

de la proteína Vpu del VIH-1 causaba la estimulación del crecimiento celular. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20: Detección de la proteína Vpu en cultivos la cepa ∆trk1,2, transformada con pEMBLyex4 
o pEMBLyex4vpu. Mediante western-blot se analizaron los extractos proteicos del cultivo transformado 
con pEMBLyex4 (1)  y del cultivo transformado con pEMBLyex4vpu (2), ambos crecidos en presencia de 
galactosa. 

 

 

4.3.2. El efecto de la proteína Vpu sobre los cultivos ∆trk1,2 de 

Saccharomyces cerevisiae es dependiente del pH del medio de cultivo  

 

En la cepa silvestre la proteína Vpu es más activa cuando el pH del medio 

es próximo a 7, a pesar de que el crecimiento óptimo de esta levadura se 

produce a pH ligeramente más ácido (5,5). El mutante trk1 trk2 tiene 

hiperpolarizada la membrana celular, su crecimiento es dependiente del pH 

externo y muestra hipersensibilidad al pH ácido del medio de cultivo (Bertl et 

al., 2003). Esta hiperpolarización de la membrana plasmática podría afectar la 

actividad de la proteína viral Vpu que es una proteína integral de membrana. O 

por el contrario, la propia Vpu podría modificar el estado de polarización de la 

membrana plasmática. 
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Nos planteamos analizar si, al igual que ocurría en la cepa silvestre, la 

actividad de la proteína viral en este mutante también era dependiente del pH 

externo. Realizamos cinéticas de crecimiento, con el mutante transformado con 

el plásmido vacío y con el plásmido portador de la secuencia vpu (Fig. 21).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21: Influencia del pH del medio de cultivo sobre la actividad de la proteína Vpu del VIH-1 en 
cultivos ∆trk1,2 de Saccharomyces cerevisiae. Panel A: Cinética de crecimiento de los cultivos en 
medio líquido a pH 5,4 (1) (pH natural del medio YNB); 6,0 (2); 6,5 (3) y 7,0 (4). El tiempo se midió a partir 
de la inoculación de medio mínimo con galactosa. Control (■) Vpu (□). Panel B: Comparación del 
crecimiento alcanzado por los cultivos a los distintos pHs (DO600). El % de estimulación expresa el 
diferencial de crecimiento del cultivo Vpu con respecto al cultivo control. % Estimulación = [100 – 100 x (DO 

Vpu/DO C)]. 
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Los cultivos de levadura, en fase de crecimiento exponencial se 

inocularon sobre medio mínimo inductor a diferentes pHs. A lo largo del tiempo 

se tomaron muestras para medir el crecimiento celular (Fig. 21A). El inicio del 

crecimiento en los cultivos de levadura control estaba retrasado cuanto mayor 

era el pH del medio de cultivo, pasando de 43 h a un pH ácido, hasta 65 h a un 

pH neutro. Sin embargo, la presencia de la proteína Vpu hacía que, 42 h 

después de la inducción, los cultivos de células se encontrasen en mitad de la 

fase exponencial si el pH del medio era 5,4 ó 6,0, estuviesen empezando a 

crecer para un pH 6,5, o tardasen 53 h en empezar a crecer a pH 7,0. Por 

tanto, el inicio del crecimiento de ambos cultivos de levadura se retrasaba a 

medida que el pH del medio de cultivo se acercaba al punto de neutralidad. Sin 

embargo, los cultivos que sintetizaban la proteína Vpu iniciaban su crecimiento 

antes que los cultivos control, en todas las condiciones ensayadas. Cuanto más 

neutro era el pH del medio, mayor era la diferencia entre el número de células 

del cultivo que sintetizaba la proteína Vpu y del cultivo control (Fig. 21B). 

También se observó que los cultivos alcanzaban un mayor número de células 

cuanto más cercano a la neutralidad era el pH del medio de cultivo. Estos 

resultados indicaban que, en la cepa mutante de levadura, la actividad de la 

proteína Vpu del VIH-1 sobre el crecimiento de los cultivos aumentaba y era 

más prolongada en el tiempo, según el pH del medio se acercaba a la 

neutralidad. 

 

 

4.3.3. La concentración de iones K+ del medio de cultivo afecta a la 

actividad de la proteína Vpu deI VIH-1 en el doble mutante trk1 trk2 

 

Como hemos mostrado anteriormente, en la cepa silvestre de levadura la 

proteína Vpu perdía su actividad cuando había exceso de iones K+ en el medio 

de cultivo. La cepa mutante trk1 trk2 de Saccharomyces cerevisiae al tener 

delecionados los genes principales implicados en el transporte de potasio, tiene 

afectado el intercambio iónico con el medio extracelular. Esto nos hizo 
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reflexionar sobre si la proteína Vpu en esta cepa, en presencia de potasio, 

podría tener un comportamiento diferente al mostrado en la cepa silvestre. Para 

responder a esta pregunta realizamos cinéticas de crecimiento de cultivos de 

levadura crecidos en medio líquido con distintas concentraciones de KCl (Fig. 

22). El crecimiento celular resultó ser dependiente de la concentración de K+ 

en el medio. En medio con concentración mínima de potasio el crecimiento del 

cultivo era lento y finalizaba en pocas generaciones. Por el contrario cuando el 

potasio se encontraba en exceso, el crecimiento celular era más rápido y se 

conseguía mayor número de células en el cultivo. Además, la proteína Vpu 

permitía que fuera más temprano el inicio del crecimiento, estimulando hasta 

un 800 % el crecimiento celular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22: Influencia del ión K+ sobre la actividad de la proteína Vpu del VIH-1 en cultivos ∆trk1,2 
de Saccharomyces cerevisiae. Cinética de crecimiento en medio a pH 7,0 y con KCl 17mM,(1), 37mM 
(2) ó 107 mM (3). Los cultivos provenían de un inóculo común con KCl 107mM. El tiempo se midió a partir 
de la inoculación de medio mínimo con galactosa. Control (■), Vpu (□). 

 

 

Estos datos indicaban que en la cepa mutante trk1 trk2 la estimulación del 

crecimiento celular producida por la proteína retroviral Vpu era fuerte cuando el 

potasio estaba en exceso en el medio de cultivo. 
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4.3.4. La presencia de amonio en el medio de cultivo disminuye la 

actividad de la proteína Vpu en el mutante trk1 trk2 

 

El mantenimiento de la concentración intracelular de los metabolitos 

dentro de los límites biológicos, es uno de los desafíos de los microorganismos. 

Este mantenimiento de la homeostasis metabólica es llevado a cabo 

controlando la actividad y concentración de enzimas celulares y proteínas 

transportadoras. Por ello, el desequilibrio en un ión modifica el transporte de 

otros iones. El amonio es la fuente de nitrógeno preferida por las levaduras. 

Sus características iónicas son muy parecidas a las del ión potasio, por lo que 

bajo ciertas condiciones puede ser incorporado a la célula a través de los 

transportadores de potasio (Hess et al., 2006).  

Nos planteamos analizar si en la cepa mutante, que requiere un exceso 

de K+ para garantizar el crecimiento celular, la actividad de la proteína viral Vpu 

era dependiente de la presencia de amonio en el medio de cultivo. Analizamos 

el crecimiento, en medio sólido, de cultivos de la cepa mutante transformada 

con pEMBlyex4 ó pEMBlyex4vpu cuando el medio contenía o no amonio. Este 

ensayo se llevó a cabo utilizando, en paralelo, el medio YNB convencional y un 

medio YNB (Difco) sin sulfato amónico. Para garantizar el crecimiento celular el 

medio sin amonio fue suplementado con arginina 10 mM como fuente de 

nitrógeno (cantidad equivalente a la que se añade al medio con amonio para 

alcanzar pH 7,0). Finalmente, el pH de este medio fue ajustado a pH 7,0 con 

Tris. Este ensayo se llevó a cabo utilizando varias concentraciones de potasio 

(Fig. 23). El experimento se realizó utilizando como inóculo un cultivo crecido, 

en medio con amonio, hasta la fase exponencial. En placas con medio inductor 

que contenía, o no, amonio se sembraron diluciones seriadas del cultivo. 

Después de cinco días de incubación, se observó el crecimiento obtenido en el 

medio con amonio. Detectamos que el cultivo del transformante pEMBlyex4vpu 

podía crecer con incluso con la mínima concentración de KCl, 7mM. Sin 

embargo, el cultivo control necesitaba mayor concentración de KCl en el medio, 

hasta 17 mM. Cuando el medio no contenía amonio el crecimiento de estos 

cultivos era más lento, tardaban ocho días en crecer. Además, estos cultivos 
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precisaban de  mayores concentraciones de potasio en el medio para poder 

crecer. El cultivo control aumentaba seis veces su requerimiento de potasio, 

mientras que el cultivo Vpu solo 1,5 veces. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23: Efecto del ión NH4+ sobre la actividad de la proteína Vpu del VIH-1 en cultivos ∆trk1,2 de 
Saccharomyces cerevisiae. Diluciones seriadas de los cultivos en medio sólido a pH 7,0 conteniendo o 
no (NH4)2SO4 37 mM. Los cultivos inoculados a DO600 0,5 (1) fueron diluidos 1/5 de forma seriada (2-3). Se 
depositaron 3 µl de cada dilución en la placa con el medio medio correspondiente. Las placas se 
incubaron durante 5 dias (+NH4

+) ó 8 dias (-NH4
+). 

 

 

Estos datos indicaban que la calidad de la fuente de nitrógeno en el medio 

de cultivo afectaba a la actividad estimuladora de la proteína Vpu. Cuando la 

eficiencia metabólica de la fuente de nitrógeno era menor, Vpu resultaba más 

activa. 
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4.3.5. La actividad estimuladora de la proteína Vpu en el mutante trk1 trk2 

aumenta en condiciones de déficit de nutrientes  

 

La deleción de los principales genes implicados en el transporte de 

potasio produce déficit de crecimiento en la cepa mutante trk1 trk2 de 

Saccharomyces cerevisiae. Algunas proteínas de membrana de la levadura 

pueden incrementar el transporte de K+ al interior celular y compensar ese 

déficit de crecimiento. Además, según las condiciones de K+, la estabilidad de 

estas proteínas en la membrana puede variar. Este es el caso de 

transportadores de nutrientes como del azúcar, del inositol y de aminoácidos 

como la histidina o la arginina (Wright et al., 1997; Perez-Valle et al., 2007). 

Nosotros nos plantearnos si, como en el caso de la cepa silvestre, el exceso de 

adenina modificaría el crecimiento de esta cepa y como consecuencia alteraría 

la actividad de la proteína Vpu. Para aclarar este punto comparamos las 

cinéticas de crecimiento, en medio mínimo y en medio con exceso de adenina, 

del mutante transformado con el plásmido vacío o portando la secuencia vpu 

(Fig. 24). El experimento se realizó utilizando cultivos de levadura crecidos 

hasta la fase de exponencial de crecimiento, en medio con 20 mg/l o con 40 

mg/l de adenina. Con estos cultivos se inoculó medio mínimo inductor que 

contenía la correspondiente concentración de adenina. A lo largo del tiempo se 

tomaron muestras para medir el crecimiento celular. Los dos cultivos de 

levadura mostraron un adelanto en el inicio de su crecimiento cuando el medio 

contenía adenina 40 mg/l. En estas condiciones de exceso de adenina el efecto 

estimulador de la proteína Vpu no se apreciaba, ambos cultivos mostraron un 

perfil de crecimiento similar; contrariamente a lo observado cuando la 

concentración de adenina en el medio era mínima,. Estos resultados mostraban 

que, únicamente en condiciones limitantes para la base nitrogenada, la 

actividad de la proteína Vpu del VIH-1 confería una ventaja para el crecimiento 

de las células mutantes ∆trk1,2. 
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Figura 24: Influencia de la adenina sobre la actividad de la proteína Vpu del VIH-1 en cultivos 
∆trk1,2 de Saccharomyces cerevisiae. Cinética de crecimiento en medio a pH 6,5, con KCl 107 mM y 
en presencia de Ade 20 mg/l: Control (●) y Vpu (○) o de Ade 40 mg/l: Control (■) y Vpu (□). Los cultivos 
provenían de un inóculo con la misma cantidad de adenina. El tiempo se midió a partir de la inoculación 
de medio mínimo con galactosa. 

 

 

4.3.6. La proteína Vpu del VIH-1 es menos activa en el mutante de 

levadura en presencia de HMA 

 

El mutante trk1 trk2 de S. cerevisiae tiene alterado el transporte de potasio 

a través de la membrana y como consecuencia su crecimiento es deficiente. La 

proteína Vpu es capaz de restituir el crecimiento celular y devolverlo a valores 

similares a los de la cepa silvestre. En este trabajo se ha demostrado que la 

HMA revertía la actividad de la proteína Vpu en la cepa silvestre de levadura, 

por lo que nos pareció interesante estudiar el efecto de este compuesto sobre 

la actividad de la proteína retroviral en la cepa mutante (Fig. 25). Para ello, se 

hicieron cultivos en medio líquido en presencia de cantidades variables de HMA 

y se dejaron crecer hasta que el cultivo sin HMA (cultivo referencia) alcanzó la 

fase exponencial. En este momento se tomaron muestras de todos los cultivos 

para ver su crecimiento celular con respecto al cultivo referencia (Fig. 25A).  

0,0

0,5

1,0

1,5

24 28 32 36 40 44 48

Tiempo (h)

D
O

60
0

0,0

0,5

1,0

1,5

24 28 32 36 40 44 48

Tiempo (h)

D
O

60
0



Resultados___________________________________________________________________ 

 92 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25: Efecto de la adición de 5-(N,N-hexametilen)-amilorida al medio de cultivo, sobre el 
crecimiento de la cepa mutante. Panel A: Crecimiento de cultivos en medio mínimo con galactosa a pH 
7,0 y KCl 107mM en presencia de HMA. En cada concentración de HMA, se muestra el valor obtenido 
después de restar la DO600 en medio con el correspondiente volumen del solvente (DMSO). Panel B: 
Efecto genuino del solvente sobre el crecimiento de cada cultivo. Control (■), Vpu (□). 
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Se observó que a concentraciones inferiores a 5 µM, HMA provocaba el 

retraso del crecimiento del cultivo Vpu. Este efecto no se producía con 

concentraciones superiores de HMA. Por el contrario, en el cultivo de levaduras 

control se observó una estimulación del crecimiento con todas las 

concentraciones de HMA ensayadas (1-20 µM). También se analizó el efecto 

del DMSO, por sí mismo, sobre el crecimiento de los cultivos (Fig. 25B). Ambos 

cultivos sufrieron una estimulación del crecimiento en presencia de DMSO. Sin 

embargo, mientras que en el caso del cultivo control la estimulación aumentaba 

según lo hacían las concentraciones ensayadas de DMSO, en el cultivo Vpu la 

estimulación era constante e inferior a la sufrida por el cultivo control. En 

ambos cultivos el efecto de HMA a concentraciones superiores a 5 µM puede 

quedar enmascarado por el fuerte efecto estimulador del DMSO. Los 

resultados sugirieron que el tratamiento con HMA eliminaba en parte el defecto 

de crecimiento en los cultivos de la cepa mutante de Saccharomyces 

cerevisiae. Además, el tratamiento con HMA revertía el fenotipo de 

estimulación de la proteína viral Vpu, observado en la cepa mutante sin tratar,  

dando lugar a un fenotipo de inhibición. Sin embargo, cuando la concentración 

del solvente era elevada, la actividad estimulante del DMSO sobre el 

crecimiento celular, junto con la actividad estimulante de la proteína retroviral, 

impedía detectar ningún efecto significativo de HMA sobre la actividad de Vpu 

en la cepa mutante. 

 

 

4.3.7. La actividad de la proteína Vpu protege a las células ∆trk1,2 de la 

acción tóxica del antibiótico higromicina B 

 

La higromicina B es un antibiótico aminoglicósido que inhibe la síntesis de 

proteínas (González et al., 1978). A bajas concentraciones las células no son 

permeables a este inhibidor. Sin embargo, cuando la membrana celular está 

alterada, el antibiótico es capaz de penetrar al interior de la célula, bloquear la 

traducción de los mensajeros celulares y finalmente provocar la muerte celular. 



Resultados___________________________________________________________________ 

 94 

Como consecuencia de la alteración en la entrada del ión K+, la cepa mutante 

trk1 trk2 de Saccharomyces cerevisiae  tiene hiperpolarizada su membrana 

celular, el interior de la célula es más negativo de lo habitual (Madrid et al., 

1998). Esto provoca la hipersensibilidad de la levadura a la entrada del 

antibiótico higromicina B (Perlin et al., 1988).  

Dado que la proteína Vpu es un canal iónico y que complementa el 

crecimiento de estos mutantes, nos planteamos estudiar si esta proteína 

revertía la sensibilidad de las células a higromicina B. Para ello, se prepararon 

cultivos con medio líquido que contenía distintas concentraciones del 

antibiótico. Los cultivos tratados se dejaron crecer hasta que el cultivo 

referencia, sin tratar,  alcanzó la fase exponencial. En ese momento se tomaron 

muestras de todos los cultivos para comparar su crecimiento celular con 

respecto al cultivo referencia. Además, se estudió el comportamiento celular en 

condiciones crecientes de ión potasio 37 mM y 107 mM (Fig. 26). Después de 

varios días de incubación se observó que, en el medio que contenía niveles 

moderados de ión K+, bajas concentraciones de higromicina B resultaban 

tóxicas para las células de levadura. Los cultivos celulares crecidos en 

presencia de 5 µg/ml higromicina B mostraban un 25% de inhibición en su 

crecimiento. Sin embargo, bajo estas mismas condiciones de cultivo, la 

proteína Vpu protegió del efecto tóxico del antibiótico. Cuando el cultivo se trató 

con 10 µg/ml del antibiótico, el cultivo control resultó inhibido hasta el 65% y la 

proteína Vpu seguía protegiendo al cultivo. A partir de 25 µg/ml la higromicina B 

resultaba muy tóxica para los cultivos. En los ensayos realizados con 

concentración mayor del ión potasio en el  medio (107 mM), se vio que era 

necesaria una concentración de mayor de higromicina B, 10 µg/ml, para inhibir 

el crecimiento del cultivo control. En este caso también la proteína Vpu protegía 

a las células de la actividad del antibiótico, si bien eran necesarias dosis más 

altas para alcanzar la misma protección que cuando la concentración de K+ en 

el medio era menor. Con esta concentración de ión K+ en el medio se necesitó 

una dosis de 75 µg/ml para que higromicina B resultase tóxica a las células. 
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Figura 26: Sensibilidad de la cepa mutante a concentraciones crecientes de higromicina B. 
Variación en el crecimiento de los cultivos en medio mínimo con galactosa a pH 7,0 y KCl 37mM ó 107mM 
en presencia de diversas concentraciones de higromicina B. KCl 37mM: Vector (■) y Vpu (■). KCl 107mM: 
Vector (■) y Vpu KCl 107mM (■). 

 

 

Por tanto, nuestros resultados indicaban que la proteína viral Vpu protegía 

a las células ∆trk1,2 del fenómeno de hipersensibilidad a la higromicina B,  

producido por el déficit, a nivel de membrana, en el transporte de entrada de K+ 

en la célula. 
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5.1. PUESTA A PUNTO DE LAS CONDICIONES DE 

MANIPULACIÓN DE LOS CULTIVOS DE SACCHAROMYCES 

CEREVISIAE PARA LOGRAR UNA EXPRESIÓN EFICIENTE DE 

LOS GENES ACCESORIOS RETROVIRALES.  

 

En este trabajo se ha utilizado la levadura Saccharomyces cerevisiae 

como sistema eucariota de expresión para los genes accesorios del VIH-1. 

Este sistema ha demostrado ser útil en la caracterización del efecto de la 

proteína accesoria Vpu del VIH sobre el  transporte de iones y la permeabilidad 

en la membrana plasmática. 

Durante la puesta a punto de este sistema de expresión se utilizó la 

proteína Vpr del VIH-1 como control. La proteína Vpr produce, en células de 

mamífero, la detención del ciclo celular en la fase G2/M del crecimiento. Esta 

detención del ciclo celular proporciona una ventaja para el virus, ya que los 

niveles de transcripción virales son mayores durante la fase G2 (Goh et al., 

1998). Como las rutas reguladoras del ciclo celular están altamente 

conservadas en células eucariotas (Warbrick y Fantes, 1988; Krylov et al., 

2003), la expresión de la proteína Vpr en las células de levadura también 

detiene el ciclo celular (Macreadie et al., 1995). En este trabajo se logró 

reproducir, en cultivos de Saccharomyces, esta actividad citotóxica de la 

proteína viral.  

En los organismos unicelulares el crecimiento y proliferación es regulado 

por la disponibilidad de nutrientes. Como ya se ha comentado en este trabajo, 

los cultivos de Saccharomyces cerevisiae muestran varias fases de 

crecimiento. Las fases de latencia y de entrada en crecimiento exponencial 

expresan el tiempo empleado por el cultivo en reparar y reconstruir sus 

sistemas enzimáticos. Cuando a un cultivo de levaduras se le modifica el medio 

de crecimiento, el cultivo entra en fase de latencia porque utiliza la energía 

disponible para sintetizar las enzimas necesarias para su desarrollo en las 
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nuevas condiciones ambientales y nutricionales. En Saccharomyces, cuando la 

glucosa está presente en el medio, la transcripción de los genes GAL está 

reprimida debido al fenómeno de la represión catabólica (Gancedo, 1998). La 

sustitución de la fuente de carbono del medio, de glucosa a galactosa, da lugar 

a una larga fase de latencia durante la cual se desreprimen los genes GAL y se 

sintetizan las enzimas necesarias para la utilización de esta fuente de carbono. 

Nosotros observamos que cuando los cultivos son portadores de la 

construcción plasmídica con los genes virales vpr o vpu, la fase de latencia de 

los cultivos aumenta y alcanza 52 h en el caso de Vpr y 8 h en el caso de Vpu. 

Así, el retraso observado en el crecimiento de estos cultivos de levadura podría 

atribuirse a la actividad de las proteínas retrovirales correspondientes. 

Otro factor que afecta a la duración de la fase de latencia de un cultivo es 

el tamaño inicial de dicho cultivo. Cuanto mayor sea la densidad poblacional 

inicial del cultivo, menor será la duración de su fase de latencia. En nuestros 

ensayos, la detección de la actividad de las proteínas virales mejoraba cuanto 

menor era la densidad poblacional del cultivo. Así, los cultivos Vpr con DO600 

inicial 0,005 seguían sin crecer después de 96 h de incubación. La actividad 

inhibidora de la proteína Vpu resultó mucho más débil que la de proteína Vpr. 

Los cultivos portadores de la proteína Vpu tenían una fase de latencia 8 h más 

larga que la del cultivo control para DO600 inicial 0,005. En ambos casos, la 

prolongación de la fase de latencia respecto del cultivo control refleja el daño 

celular que producen las proteínas virales; frente a este daño, la célula es 

capaz de reponerse con mayor efectividad en el caso de la proteína Vpu que 

en de la proteína Vpr. S. cerevisiae se divide un número finito de veces antes 

de llegar a la senescencia. La edad celular de sus cultivos se define en función 

del número de generaciones que transcurren hasta que finaliza su crecimiento, 

si bien este término no es absoluto. Para alcanzar la misma densidad de 

población, en un cultivo en el que inicialmente hay un número pequeño de 

individuos transcurrirán más generaciones que en uno con una DO600 mayor 

(Sumner y Avery, 2002). Además, la proporción de células viejas en una 

población de levaduras disminuye exponencialmente cuanto menor es la edad 

del cultivo. Así, nuestra observación de que la actividad de las proteínas 
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retrovirales era menor cuanto mayor era el número inicial de células del cultivo, 

podría explicarse por una mayor proporción de individuos envejecidos en los 

cultivos densos. Transcurridas pocas generaciones, estos cultivos son más 

resistentes a distintos tipos de estrés y resultan menos afectados por la 

actividad de ambas proteínas virales.  

Los cultivos de levadura que están cerca de la fase estacionaria de su 

crecimiento tienen cambios en su patrón de síntesis proteica que hace que 

sean más resistentes al calor y a otros estreses, comparados con cultivos que 

se encuentran en fase exponencial (Werner-Washburne et al., 1993; Werner-

Washburne et al., 1996). En nuestro trabajo observamos que la actividad de la 

proteína Vpu no era detectable cuando el cultivo inóculo a inducir se 

encontraba al inicio de la fase exponencial. Tampoco era detectable si el cultivo 

estaba entrando ya en la fase estacionaria. En esta fase el cultivo celular sufre 

un cambio en la composición de su pared que le hace más resistente al estrés 

ambiental (Werner-Washburne et al., 1993). La nueva composición de la pared 

celular y el engrosamiento de la misma podrían alterar el intercambio de ciertos 

nutrientes o iones, protegiendo a la célula frente a la actividad del canal iónico 

Vpu. Por otra parte, se ha demostrado que durante la fase estacionaria del 

crecimiento disminuye el número de ribosomas, por lo que los niveles proteína 

Vpu sintetizada en esta fase deben ser inferiores. Nuestros resultados 

muestran que la fase exponencial del crecimiento del inóculo es la más 

adecuada para inducir la síntesis de esta proteína de membrana. En esta fase 

de crecimiento los cultivos tienen una actividad metabólica máxima que permite 

que el número de células aumente exponencialmente. Cuando los cultivos 

están en constante división la pared celular es más delgada que cuando no se 

dividen y esto podría provocar que, durante esta fase, la célula sea más 

sensible a la alteración en el transporte iónico a través de la membrana 

provocado por la proteína Vpu.  

Los marcadores más utilizados para la selección de transformantes de 

Saccharomyces complementan auxotrofías de las células receptoras del 

plásmido. Estos marcadores son alelos silvestres de genes de levadura que 

codifican para enzimas de la ruta biosintética de determinados nutrientes 
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esenciales. Este es el caso de los genes URA3 (gen codificantes para la 

orotidina-5´-fosfato decarboxilasa, enzima esencial en la biosíntesis de 

pirimidinas) o HIS3, TRP1 y LEU2 (genes codificantes para enzimas esenciales 

en la síntesis de los aminoácidos L-histidina, L-triptófano y L-leucina 

respectivamente) (Botstein y Davis, 1982; Pronk, 2002). El vector de expresión 

utilizado en nuestro sistema, pEMBLyex4, contiene los marcadores de 

selección URA3 y LEU2d. Dado que el marcador LEU2d tiene el promotor del 

gen parcialmente defectivo, su expresión es muy débil y se requiere un elevado 

número de copias del mismo para que las células auxótrofas para leucina sean 

capaces de crecer en condiciones restrictivas del aminoácido (Erhart y 

Hollenberg, 1983). Durante este trabajo analizamos si la secuencia leu2d de 

dicho plásmido complementaba la auxotrofía de las células de levadura para la 

leucina. Observamos que el crecimiento del cultivo control apenas se alteraba 

por la presencia/ausencia de leucina en el medio, lo que indicaba 

complementación de la auxotrofia por el plásmido. Sin embargo, en los cultivos 

transformados con las secuencias virales no se detectaba la actividad de las 

proteínas retrovirales cuando el medio de crecimiento estaba suplementado 

con leucina. La selección de levaduras que producen un elevado número de 

copias del plásmido portador del marcador LEU2d, permite también obtener 

más copias del gen heterólogo vpr o vpu. Por tanto, se podría suponer que el 

crecimiento celular en ausencia de leucina provocaría una cantidad de proteína 

viral mayor que en presencia de leucina. Sin embargo, nuestros resultados 

mostraron que la cantidad de proteína viral acumulada en el interior celular era 

similar en ambas condiciones (Resultados no mostrados). Alternativamente, 

podría ocurrir que la actividad de ambas proteínas alterase el transporte de 

este aminoácido o su metabolismo, reduciendo finalmente el crecimiento 

celular por exceso de nutrientes nitrogenados (Hess et al., 2006). Este 

fenómeno sí podría explicar la diferencia de actividad observada en las 

proteínas retrovirales en función de la existencia o no de leucina en el medio. 
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5.2. CARACTERIZACIÓN DE LOS EFECTOS INDUCIDOS POR 

LA PROTEÍNA VPU EN LA CEPA SILVESTRE Y MUTANTE DE 

SACCHAROMYCES CEREVISIAE. 

 

Durante la infección de las células por el VIH-1 se producen cambios en la 

permeabilidad de su membrana celular. Como consecuencia de estas 

alteraciones en la membrana producidas por el virus se modifica el contenido 

intracelular de cationes. Aumenta la concentración de Na+ y de K+ intracelular, 

altera los flujos de Ca2+ y disminuye el pH intracelular (Lynn et al., 1988; 

Makutonina et al., 1996; Voss et al., 1996). En estos cambios participan 

proteínas virales descritas como canales iónicos en varios sitemas celulares, 

como la proteína Vpu y la proteína Vpr, capaz de provocar corrientes eléctricas 

en neuronas (Piller et al., 1996). Otras proteínas del VIH-1 también alteran las 

propiedades electroquímicas de las membranas sin ser canales iónicos, Tat 

bloquea canales de Ca2+ en células dendríticas (Poggi et al., 1998) y Nef altera 

la concentración intracelular de K+ en linfocitos T CD4 (Choi et al., 2008). Las 

alteraciones en el transporte iónico a través de la membrana y en la 

permeabilidad de la misma, son mecanismos importantes para la 

citopatogénesis del VIH-1. Las primeras sospechas de que la proteína Vpu era 

un canal iónico surgieron al observar su similitud estructural con otro canal 

iónico, la proteína M2 del virus Influenza A (Klimkait et al., 1990; Schubert et 

al., 1994). Estas sospechas aumentaron con las evidencias experimentales de 

que la proteína Vpu producía cambios de conductancia en bicapas lipídicas 

(Ewart et al., 1996). Además, se descubrió que la capacidad para formar 

canales iónicos correspondía al fragmento transmembrana de la proteína. 

Otros estudios en oocitos de Xenopus, E. coli y células de mamífero también 

evidenciaban que Vpu producía cambios de permeabilidad de membrana a 

iones y moléculas de pequeño tamaño (Schubert et al., 1996; González y 

Carrasco, 1998). Numerosos trabajos muestran que es posible la utilización de 

levaduras como un sistema sencillo para la expresión de canales iónicos 

(Gupta y Canessa, 2000; Ali et al., 2006; Schwarzer et al., 2008). Pero, nuestro 
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trabajo es el primero que utiliza las levaduras para la caracterización del 

supuesto canal iónico que formaría la proteína Vpu.  

En la cepa silvestre de levadura la presencia de la proteína Vpu provoca 

un retraso en el crecimiento celular. La actividad de esta proteína, como canal 

iónico, podría alterar el transporte iónico a través de la membrana celular 

provocando el retraso celular observado en los cultivos Vpu. Ensayos 

realizados por otros autores con cepas de levadura defectivas en la toma de 

potasio, muestran que la expresión de determinados canales iónicos, como 

gpIRK1 de vertebrados o el canal KAT1 de Arabidopsis thaliana, repone el 

déficit de crecimiento de estas cepas (Tang et al., 1995). Esto nos llevó a 

examinar el comportamiento de la proteína Vpu en una cepa de levadura 

defectiva en la toma de potasio. En esta cepa mutante, el crecimiento celular 

está inhibido como consecuencia de la pérdida de los principales 

transportadores de potasio. Los resultados mostraron que la presencia de la 

proteína viral en esta cepa recupera el crecimiento celular devolviéndolo a un 

nivel similar al de la cepa silvestre. Además, indican que la proteína Vpu podría 

formar canales iónicos en este sistema celular eucariota a nivel de la 

membrana plasmática. En resumen, la actividad de la proteína Vpu altera el 

transporte iónico a través de la membrana de la célula, retrasando el 

crecimiento de la cepa silvestre. Esta alteración del transporte iónico 

complementa las deficiencias en la toma de potasio en la cepa mutante, 

permitiendo que se restituya su crecimiento celular.  

La proteína retroviral Vpu parece mostrar una actividad dependiente de 

pH, siendo mínima a pH ácido externo y máxima a un pH neutro externo. En la 

cepa ∆trk1,2, donde la ausencia de los dos principales transportadores de 

potasio provoca un déficit de crecimiento a pHs ácidos, la proteína Vpu también 

posee mayor actividad a pH neutro. Otros canales iónicos expresados en 

levaduras han mostrado ser más activos a pH neutro. Por ejemplo, el canal 

Kir2.1p murino es un canal rectificador de potasio que introduce potasio en la 

célula. Cuando los cultivos de levaduras crecen en un medio con una cantidad 

de potasio mínima (pH 3,0) dicho canal no es activo. Sin embargo, cuando el 

pH del medio es 7,0 el canal introduce potasio de una manera masiva en el 
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interior celular, produciendo la muerte de las células (Kolacna et al., 2005). Los 

cultivos de la cepa silvestre sufren una inhibición del crecimiento cuando la 

proteína Vpu es activa. Se podría pensar que, al igual que ocurre con el canal 

Kir2.1p, la actividad de la proteína Vpu está produciendo la muerte celular a pH 

6,5 y 7,0. Al observar el tiempo de generación de estos cultivos se ve que, una 

vez que cada cultivo logra alcanzar la fase exponencial, éste es el mismo. 

Además, en los ensayos realizados a pH 7,0 en medio de cultivo sólido, varios 

días después de que el control hubiera detenido su crecimiento, el cultivo que 

expresaba vpu alcanzaba el mismo crecimiento que el control. Estos datos 

indicarían que la proteína Vpu puede provocar cambios en el metabolismo de 

las células pero sin conducir a su muerte. Nuestros resultados indican que la 

actividad de la proteína Vpu en Saccharomyces es sensible al pH del medio, a 

diferencia del estudio de Schubert en el que la proteína Vpu sintetizada en 

oocitos de Xenopus, mostraba una medida de conductancia independiente de 

pH (Schubert et al., 1996). 

 Nuestros resultados muestran que la concentración de ión K+ en el medio 

de cultivo afecta a la actividad de la proteína viral. A medida que su 

concentración aumenta en el medio de cultivo, la actividad Vpu disminuye en la 

cepa silvestre y es más fuerte en la cepa mutante. El efecto producido en la 

cepa silvestre podría deberse  a que al aumentar la concentración de KCl del 

medio, se facilitaría la entrada de K+ en la célula. Como consecuencia, quizá se 

produzca la salida de los H+ intracelulares, perjudiciales para la célula, 

mediante su intercambio con el K+ extracelular. Esto supondría una ventaja 

para la célula y podría explicar el aumento en la tasa de crecimiento celular en 

presencia de KCl 107 mM. En este trabajo se muestra que la expresión de la 

proteína Vpu en mutantes de Saccharomyces cerevisiae deficientes en los 

transportadores de potasio, restituye la capacidad de crecimiento de los 

mismos. Por el contrario, cuando el medio de cultivo contiene hasta 107 mM de 

ión K+, los dobles mutantes ∆trk1,2 que no expresan la proteína Vpu alcanzan 

menos del 50% del crecimiento de la cepa silvestre. El crecimiento de esta 

cepa, W∆3, resulta alterado por la actividad de la proteína Vpu 

independientemente de la concentración de K+ en el medio, aunque cuando la 
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concentración de potasio era 107 mM la actividad de la proteína viral se 

apreciaba antes y duraba más tiempo. Esto podría ser porque en esta cepa la 

actividad de la proteína viral elimine la dependencia celular por K+, al modificar 

el transporte iónico a través de la membrana de la levadura. Anteriormente 

otros autores habían propuesto que la proteína Vpu produciría alteraciones del 

transporte iónico en bicapas lipídicas; si bien, la proteína viral tendría una 

actividad débil.  (Mehnert et al., 2007). En nuestro trabajo, la supresión de los 

requerimientos de potasio en el mutante cuando la proteína Vpu es activa, nos 

podría sugerir que la toma de potasio en estas levaduras se estaría realizando 

a través de la proteína viral. Alternativamente, el efecto de Vpu sobre el 

transporte de este ión podría ser indirecto. El mantenimiento del potencial de 

membrana en S. cerevisiae está controlado por el flujo de los cationes H+ y K+. 

En condiciones naturales la entrada masiva de K+ produce despolarización de 

la membrana. Algunos canales de K+ de la levadura, como Tok1, se activan en 

condiciones de despolarización y sacan K+ fuera de la célula para regenerar el 

potencial de membrana. De hecho, se ha llegado a proponer este canal de K+ 

como la diana de la toxina de origen viral K1 que produce muerte en la 

levadura por un exceso de salida de K+ (Sesti et al., 2001). De forma semejante 

podría actuar Vpu. Se sabe que la proteína Vpu induce despolarización de 

membranas en células de mamífero (Marassi et al., 1999; Hsu et al., 2010) y se 

ha sugerido que Vpu podría interaccionar con TASK-1 (un canal rectificador de 

K+ en células de mamífero) inactivando dicho canal (Hsu et al., 2004). Por tanto 

proponemos que, en S. cerevisiae, la despolarización de membrana provocada 

por Vpu podría originar una activación de Tok1 que daría lugar a la pérdida de 

K+ y consiguiente daño celular. Esto explicaría el retraso en el crecimiento de la 

cepa silvestre cuando sintetiza la proteína Vpu. En la cepa mutante, donde la 

deleción de trk1 y trk2 produce hiperpolarización en la membrana plasmática 

(Madrid et al., 1998), la despolarización provocada por Vpu podría regenerar el 

potencial de membrana contribuyendo a una mejora del crecimiento celular. 

Así, la liberación de las partículas virales observado en infecciones celulares 

cuando el VIH-1 es portador del gen vpu, podría estar mediado por la alteración 

del transporte de K+ a través de la membrana celular inducida por la proteína 

Vpu (Fig. 27). Este efecto de la proteína viral podría ser directo, siendo la 
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propia proteína retroviral la que transporte el K+ o bien transporte de otro catión 

que consiguientemente alteraría el transporte de K+ para mantener la 

homeostasis celular. Alternativamente, el efecto de Vpu podría ser indirecto 

interaccionando con alguna proteína transportadora de K+ celular, como TASK-

1 con la que se ha descrito que interacciona in vitro, inhibiéndola. En ambos 

casos la desestabilización de la membrana celular inducida por Vpu permitiría 

la salida de los viriones fuera de la célula.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27: Modelo propuesto para la actividad de la proteína Vpu durante la salida del virus, 
mediante modificación del transporte de K+ a través de la membrana de la célula infectada.      
Partículas virales:     ,  Vpu:       ,  canal celular de K+:        . 

 

 

En nuestros experimentos cuando el medio de cultivo contiene un exceso 

de adenina la actividad de la proteína Vpu aumenta en la cepa silvestre y 

disminuye en la cepa mutante. En Saccharomyces cerevisiae los genes de la 

ruta biosintética de la adenina son reprimidos transcripcionalmente por la 

presencia de purinas en el medio extracelular y activados por su ausencia 
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(Daignan-Fornier y Fink, 1992). La mutación que posee la cepa W303-1B en el 

locus 2 del gen ade impide la conversión del 5-(fosforibosil)aminoimidazol en 

un derivado carboxilado (Mortimer y Schild, 1980). Como consecuencia, 

cuando la célula crece en un medio extracelular con déficit de purinas, activa la 

ruta biosintética de la adenina. Esto provoca que un intermediario metabólico 

de la adenina, de color rojo, se acumule en el interior celular. Este metabolito 

resulta tóxico para las células, por lo que tras escasas generaciones celulares  

las células terminan muriendo. Por ello en estas células ya dañadas, el 

enlentecimiento del crecimiento inducido por la proteína Vpu podría no ser 

visible. Por el contrario, cuando las células crecen en un medio con exceso de 

adenina, al no sintetizarse este intermediario tóxico, las células estarían en 

mejor estado metabólico y serían más susceptibles de la actividad de la 

proteína viral. El mutante defectivo trk1 trk2 no acumula este metabolito tóxico, 

por lo que el déficit de adenina aumenta la sensibilidad del cultivo a la proteína 

Vpu. La adenina contenida en el medio extracelular es incorporada a la célula 

por la permeasa de purinas-citosinas (PCP) por medio de un transporte 

simporte con H+ (Polak y Grenson, 1973; Hopkins et al., 1988). La abundancia 

del nucleótido en el medio podría favorecer su incorporación a través de las 

proteínas PCP. Esta entrada masiva de adenina podría provocar una 

acidificación intracelular como consecuencia de la entrada conjunta de H+. Para 

defenderse de la disminución del pH intracelular, la levadura podría activar la 

ATPasa de H+ Pma1, responsable de generar el potencial de membrana en la 

célula y de la regulación del pH intracelular (Goffeau y Slayman, 1981; Serrano, 

1988). El potencial de membrana creado por Pma1 es el responsable del 

transporte de iones llevado a cabo por transportadores específicos y podría 

provocar un aumento en la incorporación de K+. Esta cepa de levadura 

mutante, al tener delecionados sus principales transportadores de K+, podría 

incorporar K+ de una manera inespecífica a través de canales de baja afinidad 

como NSC1. De esta manera, la proteína PCP facilitaría la incorporación de K+ 

y rescataría el fenotipo de la levadura silvestre, siendo redundante la actividad 

de la proteína Vpu y no observándose su actividad en condiciones de 

crecimiento con exceso de adenina. 
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S. cerevisise puede utilizar una gran variedad de fuentes de nitrógeno. Si 

bien su fuente favorita es el amonio, puede utilizar también glutamina, 

asparagina, arginina, prolina o urea (Cooper, 1982; ter Schure et al., 2000). El 

metabolismo del potasio está íntimamente relacionado con el del amonio. Así, 

se sabe que cuando la levadura crece en medios con bajo contenido en 

potasio, el amonio puede entrar en la célula a través de los transportadores de 

potasio (Hess et al., 2006). Nuestros experimentos muestran que la proteína 

Vpu es capaz de complementar la toma de potasio en el mutante trk1,2 

independientemente de la presencia del amonio en el medio. Está descrito que 

cuando el amonio entra excesivamente en las células como consecuencia de 

su transporte a través de los transportadores de potasio, resulta tóxico. Esto 

provoca una disminución en el número de células de los cultivos. Sin embargo, 

esto no ocurre en las células ∆trk1,2 que sintetizan la proteína Vpu, cuando 

crecen en un medio con amonio y poco potasio. Por tanto, podemos concluir 

que la proteína Vpu no funciona como un transportador de amonio. También 

podríamos plantearnos que la proteína Vpu estuviese alterando el transporte de 

la arginina y, como consecuencia, favoreciese la entrada del K+ en la célula. 

Sin embargo, nuestros resultados muestran que, con la misma cantidad de 

arginina en el medio de cultivo, las células tienen un crecimiento más lento y 

menor cuando el medio carece de amonio. Esto indicaría que las células 

necesitan adaptarse a la nueva fuente de nitrógeno, independientemente de la 

presencia de la proteína Vpu y, por ello, tardan más tiempo en crecer. Además, 

la eficiencia de la arginina como fuente de nitrógeno es menor que la del 

amonio, no permitiendo las mismas tasas de crecimiento. Estos datos indican 

que la complementación de la toma de potasio que produce la proteína viral 

Vpu en la cepa ∆trk1,2, no es la consecuencia indirecta de un transporte de 

amonio o de arginina. 
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5.3. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD DE LA PROTEÍNA VPU EN 

PRESENCIA DE INHIBIDORES. 

 

La HMA ha mostrado disminuir la replicación del VIH-1 en cultivos de 

macrófagos derivados de monocitos de sangre humana (Ewart et al., 2004). 

También se han creado bicapas lipídicas que contenían un fragmento de la 

proteína viral Vpu1-32, en los que se ha comprobado que la HMA inhibe la 

actividad como canal iónico del fragmento peptídico (Römer et al., 2004). El 

único ensayo realizado directamente con la proteína, y no sobre un fragmento 

de ella, consistió en la producción de VLPs de proteína Gag que contenían la 

proteína Vpu. En este estudio también se comprobó que la HMA inhibía la 

liberación de VLPs en un cultivo de células Hela (Ewart et al., 2002). Incluso se 

han realizado simulaciones por ordenador de la estructura de ambas moléculas 

que han mostrado que la HMA podría bloquear la actividad de un 

homooligómero proteico de Vpu (Lemaitre et al., 2004). Sin embargo, no hay 

trabajos que muestren que la HMA pueda revertir, en un sistema celular vivo, la 

actividad de la proteína Vpu como canal iónico. Este trabajo es el primero que 

analiza la actividad de la proteína Vpu completa, aislada del resto de la 

partícula viral y en un sistema celular vivo. Nuestros resultados han mostrado 

que la HMA revierte la actividad de la proteína Vpu en ambas cepas de 

levadura: en la cepa silvestre contrarresta el retraso en el crecimiento, mientras 

que en el mutante compensa la estimulación del crecimiento. Esto confirma que 

en un sistema celular vivo la HMA también inhibe los cambios de transporte 

iónico inducidos por la proteína Vpu. Nuestros datos sugieren que la actividad 

de la proteína Vpu puede ser revertida por la HMA a concentraciones inferiores 

a 5 µM, en el sistema celular aquí desarrollado, sin problemas de toxicidad. 

Este compuesto ha mostrado ser activo frente a otras viroporinas. En cultivos 

celulares infectados con el virus de la hepatitis murina, la HMA inhibe la 

replicación viral. Cuando la proteína E de este virus es expresada en bicapas 

lipídicas, la HMA hace que esta proteína pierda su actividad como canal iónico 

(Wilson et al., 2006). También ha mostrado inhibir la actividad como canal 
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iónico de la proteína p7 del VHC expresada en bicapas lipídicas (Premkumar et 

al., 2004). Todos estos resultados nos llevan a pensar que la HMA no tendría 

una actividad específica frente a la proteína Vpu, sino frente a una serie de 

proteínas virales con actividad como canal iónico.  

Se ha demostrado que la proteína Vpu del VIH-1 facilita la salida de las 

partículas virales de nueva síntesis. También se ha demostrado que la 

expresión de la proteína Vpu del VIH-1 incrementa la liberación de otros virus 

como el virus Sindbis, el virus de la leucemia murina o el virus Visna (Göttlinger 

et al., 1993; González y Carrasco, 2001). Esto sugiere que la proteína Vpu 

altera la estructura de la membrana celular para facilitar la salida de los 

viriones. Estudios previos han mostrado que la presencia de la proteína Vpu en 

células procariotas y en células COS produce un incremento en la 

permeabilidad a higromicina B, ONPG y lisozima (González y Carrasco, 1998). 

En nuestro trabajo hemos utilizado una cepa mutante de levadura trk1,2, muy 

útil en el estudio de canales iónicos por la ausencia de las principales proteínas 

transportadoras de potasio. Por ello, las células tienen una hiperpolarización en 

la membrana celular que facilita la entrada del antibiótico higromicina B (Perlin 

et al., 1988). Nuestros resultados muestran que la presencia de una cantidad 

elevada de KCl (107 mM) en el medio de cultivo, parcialmente revierte la 

hipersensibilidad del mutante ∆trk1,2 de S. cerevisiae a la higromicina B. Este 

hecho podría ser debido a una entrada inespecífica y en gran cantidad de ión 

K+ en la célula. La entrada de iones con carga positiva disminuiría la 

hiperpolarización de la membrana celular y, como consecuencia, disminuiría la 

entrada del antibiótico. La presencia de la proteína retroviral Vpu también 

disminuye la sensibilidad celular a la higromicina. Esta tolerancia a sustancias 

tóxicas cuando la proteína viral es activa puede estar relacionada con una 

reducción del potencial de membrana, consecuencia de la alteración del 

transporte iónico a través de la misma. Cuando la concentración de KCl en el 

medio es 37 mM, inferior a los valores intracelulares, el efecto de la proteína 

viral es mayor que con KCl 107 mM. Nuestra opinión es que cuando el medio 

de cultivo contiene KCl 107 mM, la célula defectiva en el transporte de K+ no 

precisa un transporte específico del catión para mantener homeostasis 
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intracelular y por ello no se detecta la actividad de la proteína Vpu. Algo similar 

ocurre con los canales iónicos AtCNGC1 y AtCNGC2 de Arabidopsis thaliana. 

La expresión en levaduras ∆trk1,2 de estos canales iónicos complementa el 

crecimiento celular (Köhler et al., 1999) y revierte parcialmente la sensibilidad a 

higromicina B de los mutantes (Mercier et al., 2004). En la infección por VIH 

claramente existe una relación entre la capacidad de Vpu para formar canales 

iónicos y su capacidad para incrementar la liberación de partículas virales 

recién formadas. Los canales iónicos formados por esta proteína 

probablemente disminuyen el potencial de membrana en las células infectadas, 

al igual que ocurre en S. cerevisiae. Esto podría producir una desestabilización 

en la estructura de la membrana celular que facilitaría la salida de los viriones. 

En este trabajo se demuestra que la levadura Saccharomyces cerevisiae 

proporciona un sistema adecuado para la expresión de la proteína viral Vpu, 

dando lugar a un fenotipo claramente distinguible. La proteína Vpu está 

directamente implicada en la salida de las partículas virales de nueva síntesis 

de la célula infectada. Su actividad de canal iónico contribuiría a desestabilizar 

la estructura de la membrana celular facilitando  así la salida de los nuevos 

viriones. Los canales iónicos son proteínas estructurales de las membranas 

biológicas capaces de comunicar el medio intracelular con el extracelular. Se 

pueden encontrar en organismos procariotas como Escherichia coli, en 

organismos eucariotas inferiores como Saccharomyces cerevisiae y en 

eucariotas superiores como las plantas y los mamíferos. Han evolucionado de 

manera tal que no sólo catalizan el paso de los iones a través de las 

membranas biológicas sino que muchos de ellos son específicos para un ión 

determinado. Así se habla de canales de sodio, de potasio, de calcio, etc. Las 

células eucariotas utilizan los canales iónicos para producir cambios rápidos 

dentro de la célula en respuesta a estímulos externos (Haynes et al., 1998). 

Nuestros resultados muestran que la proteína Vpu funciona como canal iónico 

débil en un sistema eucariota, alterando el transporte de iones a través de la 

membrana celular. Además, produce alteraciones en la permeabilidad celular a 

higromicina B y su actividad puede ser revertida por un inhibidor de canales 

iónicos, la HMA. 
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1. La levadura Saccharomyces cerevisisae es un excelente sistema de 

expresión para los genes accesorios del VIH-1. Permite reprimir e inducir la 

expresión de proteínas con actividad tóxica como Vpr y Vpu. 

 

2. En este sistema eucariótico la actividad de las proteínas accesorias 

retrovirales producen cambios en el crecimiento de los cultivos celulares y 

estos cambios son detectables tanto cuantitativa como cualitativamente. 

 

3. La detección óptima de la actividad de las proteínas retrovirales requiere que 

los cultivos de levadura se encuentren en crecimiento exponencial en el 

momento de inducir la síntesis de estas proteínas, así como utilizar en los 

ensayos un tamaño muy pequeño de población celular inicial. 

 

4. La proteína Vpu del VIH-1 altera el transporte de iones a través de la 

membrana celular de Saccharomyces cerevisiae y como consecuencia de 

esta alteración retrasa del crecimiento en la cepa silvestre, W303-1B. Por el 

contrario, en el mutante deficiente en la toma de potasio, W∆3, la proteína 

Vpu restaura el crecimiento a un nivel similar al de la cepa silvestre. 

 

5. La actividad producida por la proteína retroviral Vpu en la levadura es 

dependiente del pH del medio de cultivo, esta actividad es máxima cuando el 

valor del pH es 7,0 y disminuye progresivamente a pHs más ácidos. 

 

6. La actividad de la proteína Vpu modifica el transporte de K+ en la levadura;  la 

complementación por Vpu de los defectos en la toma de K+ de la cepa W∆3 

podría producirse mediante la alteración directa o indirecta del transporte de 

dicho catión. El transporte de NH4
+ y de arginina no resultan afectados por la 

proteína Vpu. 
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7. La actividad de la proteína Vpu es dependiente de la concentración de 

nutrientes. En presencia de concentraciones saturantes de adenina, la 

actividad de la proteína retroviral resulta incrementada en la cepa silvestre 

mientras que resulta enmascarada en la cepa mutante. 

 

8. El tratamiento con HMA, a concentraciones inferiores a 5 µM, revierte la 

actividad de la proteína Vpu en Saccharomyces. Estas concentraciones no 

presentan toxicidad para el sistema celular. 

 

9. La actividad de la proteína Vpu disminuye la sensibilidad de la cepa W∆3 a la 

higromicina B. La alteración del transporte iónico provocado por la proteína 

Vpu posiblemente induce la despolarización de la membrana de 

Saccharomyces cerevisiae, compensando la hiperpolarización de la 

membrana celular en el mutante. 
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