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INTRODUCCION

El citomegalovirus humano (CMVH) figura entre los principales agentes
infecciosos, tal como lo demuestra el hecho de que, dependiendo de la
poblacién analizada, el 40 al 100 % de las personas presenta anticuerpos

(Ac’s) dirigidos en su contra.

Su notable frecuencia en el humano incluye una elevada proporcién de
individuos asintomadticos, quienes pueden representar el origen de
numerosas enfermedades asociadas al virus, cuando éste pasa de un
clasico estado de latencia a su plena reactivaciéon, como producto de
inmunodeficiencias o de su transmisién a otros hospederos, vias aérea,
oral, genital, transplacentaria, transfusional, o por transplantes de

organos.

En todo caso, los dafios ocasionados pueden conducir hacia la muerte,

sobre todo cuando las personas afectadas padecen de inmadurez o



depresiones inmunitarias, tal como ocurre durante la etapa de gestacion,
en los recién nacidos, en los receptores de organos provenientes de
_donadores seropositivos para CMVIH y quienes experimentan patologias

altamente debilitantes tales como el SIDA.

Incuestionablemente, en la elevada incidencia de este virus también
influyen diversos factores imputables a este ultimo, destacando los
numerosos mecanismos mediante los cuales evade o desvia la respuesta
inmune: a) autoenmascaramiento, via su union a proteinas del hospedero;
b) mimetismo molecular; c) inmunosupresién; y d) ocultamiento. Esta
clase de procesos, muchos de ellos ausentes en otros agentes etioldgicos
mas desarrollados (bacterias, hongos, protozoarios y helmintos),
cuestiona las versiones en el sentido de que los virus presentan cuantiosas
limitaciones para sobrevivir; ciertamente, carecen de un metabolismo
propio, pero la informacion genética que poseen en su material nucleico

e€s Imuy extensa y se expresa con notable regularidad y eficacia.

Finalmente, a todo lo antes planteado se deben adicionar los fracasos que

cl humano ha experimentado, buscando agentes terapéuticos efectivos



contra el CMVH, e inclusive, tratando de elaborar alguna vacuna que
coadyuve a prevenir las infecciones, sobre todo en el periodo perinatal y
cuando un individuo seronegativo va a recibir algun organo o tejido

ajenos.

El presente trabajo pretende presentar los principales conocimientos
adquiridos en relacion con el CMVH, haciendo énfasis en las patologias
que genera y en las metodologias que representan el fundamento de su

diagnastico de laboratorio.



OBJETIVOS

Sefialar los procesos involucrados en la replicacion del CMVH.

Describir los aspectos mas trascendentes de las patologias debidas al

CMVH.

Enumerar y explicar los principales mecanismos a través de los cuales

el CMVH evade la accion del sistema inmunolégico de su hospedero.

Describir los fundamentos y metodologias usadas en el diagndstico de

laboratorio de las infecciones debidas at CMVH.



I. GENERALIDADES BIOLOGICAS DEL CMVH

i. Antecedentes historicos

En 1904, Ribert, estudiando células de rifién, higado y pulmon,
observd que todas ellas presentaban ciertas caracteristicas que sugerian
que estaban infectadas por un pardsito: "Protozoan Like" (semejante a
protozoario), constituido por un cuerpo central nuclear capaz de alterar
la estructura celular y que provocaba una reaccion inflamatoria de
células linfoides y polimorfonucleares (PMN's). A dichas alteraciones

de las células en cuestion las resumié como '"'Citomegalia" (48).

No fue sino hasta 1953, cuando Minder demostrd que las inclusiones
citomegalicas encontradas en células de pancreas eran ocasionadas por
particulas virales de aproximadamente 100 nm, a los que llamé
"Citomegalovirus" (CMV), y que correspondian a los agentes

causantes de la enfermedad de la inclusion citomegdlica (CID) (29, 48) .

El  citomegalovirus humano (CMVH) es especie especifico y de
replicacion lenta tanto en los cultivos celulares como en el hospedador

(28).



La infeccion viral es persistente y se extiende por un largo periodo,
después del cual el virus permanece en forma latente. El CMVH ha
evolucionado para vivir en equilibrio con el sistema inmunitario del ser
humano, si bien ello no se concreta cuando el sistema
inmunolégico es alin inmaduro, como ocurre en el recién nacido (sobre
todo con muy bajo peso y prematuridad), o en el caso de pacientes
inmunocomprometidos  debido al uso de  medicamentos
inmunosupresores, asi como por efecto de alguna malignidad o de una

inmunodeficiencia primaria o secundaria (19).

Usando como modelo bioldgico a las glandulas salivales de ratén, en
Boston (1954) se aisl6 al virus en cultivo de células; pocos afios después
aparecieron reportes simultdneos (en St. Louis, Bethesda y Boston) sobre
el aislamiento del CMVH a partir de tejidos de nifios que presentaban

diversas manifestaciones patoldgicas (2, 28, 48).

ii. Taxonomia

De acuerdo con la clasificacion del Comité Internacional sobre

Taxonomia de Virus (ICTV), el CMVH pertenece a (31):
Familia: Herpesviridae

Subfamilia: Betaherpesvirinae

Género: Citomegalovirus
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Cabe sefialar que esta familia también incluye a los siguientes agentes

virales (45):

* Virus Herpes Simplex | (HSV 1), productor de tlceras en la mucosa

oral (aftas)

* Virus Herpes Simplex 2 (HSV 2), causante del herpes genital

* Virus Varicela-Zoster (VZV), productor de la varicela (chickenpox)

* Virus  Epstein-Barr  (EBV), causante de la Mononucleosis
infecciosa (fiebre  glandular) vy, probablemente, de dos tipos de

cancer: el carcinoma de la faringe y el linfoma de Burkitt .

Asimismo, dentro del género se localizan aproximadamente 86

cepas, entre las cuales, las mas importantes son las siguientes:

AD169, H301, Towne 125, C87, birch, Davis, Burke, entre otras (17,
52).

iii. Estructura y composicion del virus

El CMVH presenta un genoma de ADN de doble cadena (dsADN), y una
capside icosaédrica (Figura 1) integrada por 162 subunidades o
capsomeros, cada 5 de los cuales forman una fase triangular del

icosaedro (38, 45, 48, 57).



Figura 1. Ultraestructura del CMVH
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Ademas, dentro de la cdpside se encuentra el core, que contiene al
genoma viral y, rodeando a la primera, se localiza una envoltura
lipoproteica, la cual es parte de la membrana celular y se adquiere al
brotar de su célula  hospedadora. E! virus completa la  unidad
infecciosa, cuyo didmetro es de 120 a 200 nm. El dsADN del CMVH
tiene un peso molecular de 150x100 Da y se sintetiza por replicacién

en circulo rodante (45, 48),

Recientemente, la secuenciacion del ADN de la cepa ADI69 ha
revelado que el genoma se constituye por 235 kilopares de bases (kbp),
lo que significa que se trata del material nuclear mas grande, en relacion
al de todos los virus capaces de infectar al hombre. La densidad de dicho
acido nucleico es de 1.716 a 1.717 g/em3> correspondiendo a un

contenido de Guanina-Citocina (G-C) de 57 % (48, 51, 93).

El genoma se puede dividir en dos segmentos de ADN con capacidad de
isomerizacion, conocidos como region Gnica corta (US) de cerca de
40 kbp y region unica larga (UL) de aproximadamente 195 kbp. Con
ese tamaifio, el genoma posee la capacidad de codificar para

aproximadamente 200 genes (16, 38, 48, 53).

Se estima que el virion se encuentra conformado por 30 a 35 diferentes
proteinas estructurales incluyendo a la proteina matriz-tegumento y las
glicoproteinas de envoltura. Las glicoproteinas virales juegan un

importante papel en el ensamblaje e infeccion por parte del virus, asi



como en la inmunobiologia de éste durante su interaccion con el

hospedador (15, 70).

iv. Mecanismos de replicacién

En lo referente a su replicacion, los virus presentan importantes
desventajas comparados con formas de vida mds avanzadas. A pesar
de ello o quiza por eso mismo, su estudio ha tenido un profundo impacto
en el desarrollo de la bioquimica y la biologia molecular ya que, de
cualquier manera, la multiplicacion virica representa un modelo de
desarrollo celular que supone la expresion secuencial de los genes,
pero ademds, considera el ensamblaje de macromoléculas para formar
estructuras altamente ordenadas. De hecho, un virus debe poseer una
gran organizacién, puesto que su material genético es muy pequefio;
por lo que el numero de espacios intrénicos es reducido, pero permite que
cada gene aporte lo necesario para iniciar la replicacidn; en  este
sentido, es conveniente destacar la codificacion asociada a la
sintesis de enzimas involucradas en el proceso de replicacion viral, ya
que a su vez resulta extremadamente complicada, en comparacion

con la de otros microorganismos (102).

Al atravesar las membranas plasmaticas de la célula hospedadora, los
virus inician sus mecanismos de replicacion; numerosas familias de
virus cruzan esta barrera previa union a sus receptores; por ejemplo, en
el caso del CMVH, se ha reportado que se une especificamente a:

1) dos proteinas de membrana: una de 34 y otra de 32 kDa, ambas



presentes en los fibroblastos; cabe subrayar que, de la abundancia de
dichas proteinas depende la eficacia del virus para penctrar a la célula
e iniciar la infeccidn; por ello se les considera receptores obligados para
el CMVH, pues resultan indispensables para que ocurra la fusion y
penetracion; 2) las moléculas de clase I codificadas por el complejo
principal de histocompatibilidad (MHC); 3) una proteina de membrana
de los fibroblastos, cuyo peso es de 92.5 kDa, la cual también reacciona
con el gH (gp86) de herpes simplex, permitiendo también la entrada de

ese virus a las células que la presentan (3, 19, 20, 75, 77).

De acuerdo con lo anterior, es claro que las proteinas celulares
representan un componente importante que facilita la entrada det CMVH

a las células susceptibles (20, 58, 60).

Por otra parte, el virus presenta tres complejos glicoproteicos en la

envoltura viral (11, 20, 58, 75);

a) uno de 130 a 55 kDa (también llamado gcl), homélogo al complejo
gB del HSV

b) otro complejo de 47 a 52 kDa (gcll)

c¢) el complejo de 145 a 86 kDa (gp86 y gclll), homdlogo de la
proteina gH del HSV.

Una vez que ha iniciado la infeccion de la célula hospedadora, el

proceso continla con un lapso muy corto en el que ocurre  una  serie
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de eventos importantes: primero, tiene lugar un periodo de eclipse
(Figura 2), en el cual aparentementc no existe un  aumento
exponencial de particulas infectivas (como en el caso de las bacterias),
pero se pone en marcha la replicacidn del material genético viral, ya
que se transcribe un ARN mensajero (nARN) que guia la sintesis de

diversas proteinas virales (19).

Sin embargo, en el caso de los virus envueltos, como el CMVH,

también suceden algunos otros acontecimientos (Figura 3) (19, 94, 105):

1) El CMVH se adsorbe, por medio de su envoltura, a la superficie de la

célula hospedadora

2) En pocos minutos se introduce a dicha célula y

3) Aproximadamente a los 2 minutos, después de haber penetrado,

pierde su envoltura

4) Su ADN se transcribe cuando varios mARN que codifican para la

produccidn de varias clases de proteinas, destacando (53, 69, 84):

a) Proteinas alfa (o) o inmediatas tempranas (IE), expresadas post-
infeccién (P.1) entre las 2 y las 6 h; éstas toman el control de la
sintesis de macromoléculas en la célula hospedadora y codifican
para proteinas esenciales en la replicacidn viral. La regulacién de las
funciones de las IE significa un paso decisivo en la reactivacién del

virus.



Figura 2. Curva tipica de crecimiento viral en
comparacion con la curva de
crecimiento bacteriano
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Figura 3. Proceso de infeccién
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b) Proteinas beta (B) o tempranas (E), expresadas entre las 6y las 24 h
P.I, que resultan importantes para la formacién de viriones, e
inclusive, algunas actian como polimerasas que catalizan la sintesis
de moléculas nuevas de ADN vy otras son activadores

transcripcionales.

¢) Proteinas gamma (y) o tardias (L), producidas después de la
replicacion del dcido nucleico viral, son polipéptidos estructurales que
se ensamblan con ADN recién sintetizado para formar la progenie de

numerosos viriones.

Todas las proteinas (o, B y y) antes sefialadas participan en el proceso de
maduracién y ensamblaje, durante un tiempo promedio de 6 a8 hy son
liberadas de las células (formando parte de los nuevos viriones) para

volver a iniciar el proceso infectivo en el mismo u otro tejido (19).

Sin lugar a dudas, la parte medular de los acontecimientos
implicados en la infeccion consiste enla replicacion del genoma viral.
Enel caso del CMVH, dicha replicacion se efectia por "Rolling
circle" (circulo rodante), proceso que se realiza en el nicleo celular
(Figura 4): la sintesis de ADN se inicia con un corte especifico en donde
se origina la replicacion, concretamente en una regiéon determinada de la
cadena (+) del dsADN (duplex); el extremo 5'es desplazado del
diplex, permitiendo que la ADN polimerasa Il  agregue
desoxirribonucléotidos al extremo 3' OH. Conforme continGia la

replicacién y, por tanto, la adicion de desoxirribonucléotidos al extremo



Figura 4. Replicacion por Circulo Rodante
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3, el extremo 5' de la hebra que ha sido cortada se enrolla hacia afuera,
incrementando su longitud y convirtiéndose en un ADN de cadena
simple (ssADN) unido a proteinas. Cada porcién desenrollada del ADN
duplex se estabiliza gracias a la acciéon de la proteina enlazante de
hebras sencillas SSB (un tetramero cuyas subunidades son de 19 kDa
que se unec cooperativamente al sSADN). El extremo 5' del ssADN se
convierte rapidamente en dsADN por formacién de los fragimentos de
Okazaki que crecen a partir de los primers de ARN. La actividad que
continia desenrollando al ADN en el extremo 5' es probablemente
la reacciéon de polimerizacién que ocurre en el extremo 3' por el
movimiento del complejo primosoma-Pol III (replisoma) propulsionado

por los componentes helicasa (65, 95, 102, 117).

El extremo 5' del nuevo dsADN formado, vuelve a conformar el
daplex circular producido por la elongacion del mismo extremo, que
después de un largo tiempo (6 a 8 h) completa la longitud del circulo

original (65, 117).

v. Susceptibilidad a agentes fisicos, quimicos y biolégicos

El CMVH es lébil a pH bajos, a la accién de solventes lipidos y a
temperaturas altas, Su preservacién se logra a través de un répido
enfriamiento y almacenamiento a -192°C en nitrégeno liquido,

preferentemente en 30 a 50 % de sorbitol. Su inactivacién se efectia a



-20°C, pero puede lograrse a 4°C, utilizando un refrigerador de

temperatura ordinaria (28).



II. MECANISMOS UTILIZADOS POR EL. CMVH PARA EVADIR
LA RESPUESTA INMUNE DEL HOSPEDERO

El sis&ema inmunitario tiene la capacidad para reconocer, eliminar o, en
su defecto, controlar las infecciones a que el individuo se enfrenta; sin
embargo, bacterias, pardsitos y virus han desarrollado mecanismos para
evitar ser detectados y, de esta manera permanecer en su hospedador. Por
lo que respecta al CMVH, los principales mecanismos que le permiten
evadir la respuesta inmune y, con base en ello, lograr la persistencia
intracelular, son los siguientes: 1) autoenmascaramiento via su unién a
proteinas; 2) mimetismo molecular; 3) inmunosupresion; 4) ocultamiento.
Evidentemente las dos primeras intentan evitar el contacto viral con el
sistema inmune y los dos restantes alteran a éste tltimo, desregulandolo

para impedir su correcto funcionamiento (1).

1) Autoenmascaramiento. EI CMVH puede unirse eficazmente a la
beta-2-microglobulina ($2m), uno de los componentes de la molécula de
clase I del HLA (Antigeno leucocitario humano), a través de dos
proteinas de su cubierta viral: la 2m BPI (p2m-proteina de unién 1) y
la B2m BP2, cuyos pesos moleculares son de 36,000 y 65,000 Da,
respectivamente; de esta forma, el virus evita ser reconocido por el
sistema inmunitario. En este sentido, se ha reportado que

aproximadamente 100,000 moléculas $2m se unen a cada particula viral,



con locual el sistema inmunoldgico reconoce a ésta como propia (39,

40, 71, 122).

2) Mimetismo molecular. Como el término mimetismo lo sugiere, el
CMVH genera moléculas semejantes a las del hospedero, con el fin de

disminuir la eficacia de las defensas de este ultimo, en su contra,
Un fendmeno que refleja claramente lo anterior es el siguiente:

El virus presenta la capacidad para inducir la produccién de FcyR
(receptores para el Fc de las IgG), glicoproteinas de aproximadamente
42,000 Da, que aparecen a las 36 h P.I. sobre la superficie de las células
infectadas; en este sentido, la sintesis de dichos receptores para Fc podria
residir en genes que forman parte del acido nucleico viral, o bien, sélo en
el cromosoma de la célula infectada; en este Gltimo caso, su promotor o
desrepresor podria estar contenido en el penoma viral. De cualquier
manera, la unién no especifica de los anticuerpos (Ac’s) IgG (por su
porcién Fc) a las células infectadas, protegeria a la célula hospedadora
(y por ende al CMVH) encontra de la lisis asociada a la activacion del
complemento (C'), o a la accion de los linfocitos T citotdxicos (Tc), e
inclusive, en contra de la citotoxicidad celular dependiente de Ac’s
(ADCC) (1, 34, 101, 106).

Asi misimo, la produccion de numerosos FcyR inhibe considerablemente
la activacion de los linfocitos B, con lo cual disminuye la inmunidad
humoral. Ello ocurre debido a que al unirse los IgG (solos) a los

receptores, impiden que lo hagan los complejos antigeno (Ag)-1gG y, por
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lo tanto, se evita la participacion de los segundos mensajeros (fosfatidil
inositosl, Ca2t, AMPc), indispensables para que suceda la respuesta de

las células B (34, 59, 106).

El virus posee la capacidad de generar la produccion de receptores para
las quimiocinas B, tal como lo hacen los leucocitos; en este-sentido, el
analisis de las secuencias genomicas del CMVH revelan que tres ORF
(marcos abiertos de lectura) US27, US28 y UL33 dan lugar a la sintesis
de estos receptores, siendo el segundo el que origina los mas semejantes a
los codificados en el ADN del hospedero. Al unirse las quimiocinas 3 a
los cuantiosos receptores presentes en la célula infectada, aquéllas no
llegan a su destino natural: los receptores localizados en la superficie de
los leucocitos (linfocitos, monocitos, macrofagos, etc.); por lo tanto, éstos
carecen del poder que confieren tales moléculas: desplazarse (por
quimiotaxis) hacia donde se les requiere (para liderear la defensa) y
generar mayores niveles de AMPc para activar su metabolismo,
incrementando su eficacia protectora. Independientemente de lo anterior,
se ha demostrado que, al unirse quimiocinas a la célula infectada, se
estimula la replicacion viral, o alternativamente, se promueve el

establecimiento del estado de latencia (4, 36).

3) Inmunosupresion. Este mecanismo involucra factores que, de alguna
forma, afectan tanto a la inmunidad mediada por células asi como a la
inmunidad humoral. Aparentemente, esta clase de inmunosupresion
reside en efectos nocivos del virus sobre los macréfagos: a) al disminuir
su metabolismo oxidativo y a los agentes microbicidas lisosomales,

indispensables en el proceso de fagocitocis; b) al reducir su capacidad

17



de presentacién antigénica, al bloquear la expresion de las moléculas
de clase 1y Il del MHC. En este sentido, es conveniente recordar el
papel de los monocitos: inducir, amplificar y regular la respuesta
inmune, funciones que son notablemente alteradas segliin lo antes

descrito (66, 86, 88).

Otro ejemplo de inmunosupresion asociada al CMVH, es la disminucién
de citocinas tales como el interferon (IFN) tipo I y las interleucinas 1
(IL-1) e IL-2. A este respecto, se ha reportado la posible intervencion de
una proteina viral de peso de 95,000 Da, que puede actuar como
intermediario, evitando que las citocinas sean captadas por los linfocitos;

es obvio que ello eliminaria la actividad antiviral de las células T (56, 68).

Por su parte, la IL-1 secretada por los macrofagos constituye una sefial de
activacion para las células T, las cuales representan la parte mas
importante en la respuesta dirigida contra Ag's virales, de manera que
una supresion de la misma también reduce la efectividad de respuesta por

parte de las células Tc (68, 114).

Por otro lado, el CMVH tiene la capacidad de disminuir la expresion de
las moléculas de adhesion, tales como las moléculas de adhesion
intracelular-1 (ICAM-1); estas moléculas de superficie se encuentran
presentes en los linfocitos y resultan trascendentales en la interaccion
bidireccional célula-célula, que permite una adecuada comunicacion,
indispensable  para generar la respuesta inmune; ldgicamente, los

trastornos a este nivel reducen la activacion de las células T y ocasionan



un descenso en la vigilancia inmunoldgica por parte de los linfocitos (6,

42,43, 114, 119).

Finalmente, se ha demostrado que el CMVH provoca efectos asociados
a la supresion de la hematopoyesis de las células progenitoras
normales, y a la carencia de la respuesta de las células de médula dsea al
GMCSF (factor estimulador de colonias de granulocitos y macrofagos)
y al GCSF (factor estimulador de colonias granulociticas), Como es
sabido, las estirpes monocitica y granulocitica poseen actividad antiviral

(1,89),

4) Ocultamiento. Diversos virus poseen la capacidad de originar
infecciones latentes, que se difunden como infecciones persistentes en las
cuales el genoma viral estd presente, aunque su expresion genética se
encuentra restringida; en el caso del CMVH, dicha expresion depende de
los genes IE, que regulan la replicacion viral de forma muy controlada

44).

Adicionalmente, algunos experimentos permiten suponer que varias
cepas del CMVH presentan mutaciones en su genoma, dando lugar a
variantes antigénicas, que evaden el reconocimiento de la respuesta
inmune celular en contra de las proteinas asociadas a secuencias
anteriores; por ejemplo: los receptores presentes sobre los linfocitos T
(provenientes de las clonas activadas) no reconocerdn a las nuevas
proteinas implicadas en la mutacion, de manera que tendrd que volverse
a montar la respuesta inmune, dando tiempo para que el virus contintie

su replicacion (35).



Volviendo a la notable trascendencia de las proteinas IE, otro de sus
aspectos importantes en el ocultamiento del CMVH radica en su
capacidad para interferir (en las células presentadoras de Ag -APC-) el
procesamiento del Ag lo que, sin lugar a dudas, deriva en una inefectiva
presentacion de este tltimo a los linfocitos Tc especializados. Esta clase
de fendmenos tienen origen en los siguientes hechos (14, 15, 24,37, 53, 82,

83, 85):

1) las proteinas IE poseen cualidades intrinsecas que interfieren,
selectivamente, algunos pasos del procesamiento (Figura 5) que
precede a la entrada del Ag en el reticulo endoplasmico (RE); ello se
refleja en la  indisponibilidad de dichos péptidos para unirse al
heterodimero de clase I, ocurriendo una presentacion antigénica

ineficiente,

2) los péptidos derivados de las proteinas I|E compiten con los
procedentes de otras proteinas del virus, las cuales mostrarian
uniones mas eficientes a las moléculas del MHC, lo que permitiria la
adecuada presentacion antigénica de péptidos con capacidad de
montar una respuesta inumune menos eficiente en comparacion con la

elaborada por los péptidos derivados de las proteinas IE.

Otra estrategia de ocultamiento del virus tiene lugar en la alternancia
continua: latencia-infeccion (el paso del virus de una célula a otra,
sin  entrar en contacto con el espacio extracelular), pues reduce la

posibilidad de que el virus sea detectado por el sistema inmune; en este
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proceso participa una proteina viral (gB) que promueve la fusion
ntembranal entre la célula infectada y las que se localizan alrededor de

ella(11, 75).

Al margen de todos los mecanismos antes descritos, los cuales resultarfan
suficientes para evadir y confundir al sistema inmunitario, mencidn aparte
merece el que se sefiala a continuacion: el CMVH ha desarrollado una
estrategia especial, a través de la cual afecta directamente la citotoxicidad
y la cooperacian celular, la cual consiste en modular la expresion de
las moléculas codificadas por el MHC; en resumen, se trata de un
mecanimo que le permite al virus disminuir o aumentar los niveles de

expresion de las moléculas de clase 1 y I1 (8,41, 44, 49, 55,92, 112, 113, 122).

El MHC es una region altamente polimarfica del genoma humano, cuyos
productos se expresan en la superficie de una gran variedad de células. El
papel central de tales moléculas superficiales es la de fijar péptidos
antigénicos extrafios para que se¢ pueda generar la respuesta inmune
correspondiente, previo reconocimiento de los mismos por parte de los
linfocitos T; en este sentido, estos Ultimos son incapaces de reconacer al
Ag si éste se encuentra libre o soluble, pero no cuando se han unido (en
forma no covalente) a las moléculas cuya sintesis esta codificada en el
MHC y que, en concreto, se conocen como moléculas de clase Iy de
clase IT (1).

Sin lugar a dudas, la ausencia de estas dltimas en la superficie de las
células infectadas restarfa al sistema inmunoldgico las posibilidades de

actuar en contra del virus (6, 22, 25, 87).
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Entre los agentes virales que poseen la capacidad de disminuir la
expresion de las moléculas de clase I, también se encuentran: los
Adenovirus tipo 2 y tipo 12, los HSV tipo 1 y 2, el VIH-1, el
Pseudorabies (PsV) y el Poxvirus (72, 122).

Sin embargo, en la infeccién in vitro por el CMVH, se ha observado que
dicha expresidn en la superficie celular, se reduce hasta 46 % (6, 7, 8, 12,

13, 44, 46, 55, 109, 116, 121, 122),

Finalmente, por lo que se refiere las moléculas de clase II del MHC, aun
se desconocen los mecanismos virales a través de los cuales se ihhibe su
expresion, aunque se piensa que podria ocurrir a nivel de la transcripcién
del mARN, con la participaciéon de una proteina de choque térmico
(hsp70) del hospedero, cuya sintesis dependeria de la transactivacién de
los productos de los genes virales IE, que incluyen a las proteinas IEI,
IE2, UL36-38 y US23; éstas impedirian la transcripcion de las moléculas
de clase II a través de la inhibicion del IFN-y (35,92, 113).

(28]
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ITII. IMPORTANCIA CLINICA

i. Patologia

El CMVH se asocia a un amplio espectro de enfermedades, existiendo
las que practicamente son asintomaticas hasta otras que con frecuencia
resultan letales. En los estudios asociados a la patologia de este virus
se han analizado las tipicas inclusiones citomegdlicas que aparecen en
las células de varios tejidos; por tal motivo, a las afecciones
correspondientes se les conoce como “de inclusién citomegalica”,
considerandoseles como frecuentemente mortales en el término de dias

0 semanas (28, 54).

Los sintomas mas comunes en los recién nacidos afectados por el virus
son: hepatoesplenomegalia, ictericia, pirpura trombocitopénica, anemia
hemolitica y petequias; cuando el nifio sobrevive, por lo general presenta
disnea y algunas alteraciones de indole neurolégico, tales como
microcefalia, calcificaciones focales en el cerebro, retraso mental y
sordera; la coriorretinitis, cominmente presente, se confunde con las
infecciones congénitas; en E.U.A., se calcula que anualmente nacen
5,000 infantes con complicaciones neurolégicas imputables al CMVH
(31, 47, 99).



Tanto in vivo como in vitro, la infeccidn de las células susceptibles
provoca que su didmetro crezca notablemente; de aqui que se les
asigne el nombre de células citomegdlicas, término con el cual también

se le conoce al virus (29, 31).

Las personas sanas resultan poco sensibles a la accion patologica del
CMVH, por lo cual las infecciones que adquieren suelen ser
asintométicas y detectables sélamente por la seroconversién y/o por la
eliminacion del virus en las secreciones orgdnicas. En contraste, los
neonatos y los individuos inmunocomprometidos desarrollan con
cierta regularidad diversos padecimientos, sobre todo cuando el virus
penetra a su organismo durante la gestacion, el nacimiento, la
lactancia, o bien, previo transplante de algin drgano o la coexistencia de

padecimientos debilitantes como el SIDA (31, 47).

El CMVH se replica principalmente en las células epiteliales del
tracto respiratorio, en las glandulas salivales y en el rifion; en este
Oltimo, las células tubulares  liberan virus durante tiempos
prolongados. Ademas, el CMVH se localiza frecuentemente en las
secreciones cervicales (especialemente al final del embarazo) y en el

fluido seminal (31).
Si bien la patogénesis asociada al resto de los integrantes de la

familia Herpesviridae se ha definido razonablemente, la que involucra

al CMVH aln no se halogrado determinar con claridad (19).
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En general, se considera que las enfermedades ocasionadas por este
virus son tan comunes como asintomaticas, aunque su frecuencia resulta
notablemente mayor en los recién nacidos, en las personas de los
estratos socioeconomicos menos favorecidos (desnutridas) y en los
individuos inmunocomprometidos (por recepcion de transplantes, céncer
o por adquisicion del sindrome de inmunodeficiencia adquirida SIDA )

(19, 33).

Desde el punto de vista del periodo de vida dentro del cual se
adquieren las infecciones por el CMVH, éstas se clasifican como

congénitas, perinatales y postnatales (Tabla 1) (19).

a) Infecciones congénitas

Ocurren durante la gestacion, alcanzando cifras globales de hasta 1 %
del total de los recién nacidos, en quienes la viruria puede detectarse
desde los momentos posteriores al nacimiento. Evidentemente, el virus
llega por via transplacentaria hasta el feto, ya sea que la madre lo haya
albergado en forma latente (y lo transmita previa reactivacion), lo haya
readquirido (recurrente) por via exdgena, o bien, como una clisica

infeccion primaria (33, 97).
Sin embargo, es precisamente en este Gltimo caso cuando la infeccion

congénita resulta mas grave: la infeccion primaria materna representa el

origen del 40 a 50 % de las virosis por CMVH que se encuentran en los
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lactantes y, de todas ellas, hasta en el 5 al 10 % se evidencian sintomas

caracteristicos de la enfermedad (28, 33).

Tabla 1. Mecanismos de adquisicién del CMVH en el humano

Infeccion Paciente Modo de Infeccion

Congénita Feto Atravesando placenta y por

ingestion de leche materna

Contacto en el conducto
Perinatal Recién nacido | vaginal e ingestion de leche

materna

Ingestién de leche materna y
Infantes contacto con saliva u orina de

otros nifios

Nifios Contacto con saliva u orina de

Postnatal otros nifios

Adolescentes y Besos, contacto sexual y

adultos transfusiones
Receptores Transplantes de 6rganos y
diversos transfusiones




Lo antes mencionado tiene ldgica, pues cuando el feto adquiere a un
virus reactivado en el organismo de la madre, ésta ya ha formado niveles
protectores de anticuerpos durante la latencia y, como es sabido, las IgG
también atraviesan placenta, lo que permite neutralizar en un grado

considerable al CMVH (32).

b) Infecciones perinatales

Cuando la madre presenta la infeccion viral durante el embarazo,
independientemente de que los viriones podrian transmitirse al feto
(infeccidn congénita), el proceso implica la proliferacion del CMVH en
el utero materno, sobre todo durante los 3 meses que anteceden al parto

(28,31).

En este sentido, el producto también suele adquirir la infeccidn viral
durante su paso por el canal vaginal y, adicionalmente, a través de

la ingestion de la leche materna (31).

Tal como ocurre en el caso de las infecciones congénitas, los neonatos
infectados durante el nacimiento o dentro de las semanas posteriores a
¢él, también llegan a ser asintomaticos, aunque en un considerable
niimero de casos pueden ocurrir las manifestaciones antes sefialadas. Ello,

desde luego, se debe a la inmadurez de su sistema inmunoldgico (32).
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La infeccion perinatal por el CMVH se ha detectado en 0.5 a 2.5 % de
los recién nacidos en E.U.A. y menos del 5 % de ellos resultan

sintomaticos desde el periodo neonatal (99, 100).

Los neonatdlogos acreditan al CMVH como una de las mas frecuentes
causas del sindrome TORCH, junto con Toxoplasma gondii, el virus
de la rubéola y el HSV. Las infecciones ocurren en el I al 5 % de los
neonatos, estimandose que se trata de una enfermedad intrauterina. En
el caso del CMVH, la infeccion ocurre intraparto, como una causa
com(n de enfermedad venérea. Entre los sintomas mas prominentes del
TORCH (Figura 6) destacan la cataratas y los microftalmos, anomalias
que no se detectan al nacer, pero que aparecen durante las primeras
semanas de vida; otras anormalidades oculares incluyen glaucoma,

corioidorretinitis y coloboma de la retina (31, 32, 33, 97).

¢) Infecciones postnatales

Aunque este tipo de infecciones se presenta a cualquier edad, los
grupos mas afectados son los  conformados  por individuos
inmunocomprometidos, figurando aquéllos que reciben transfusiones
de sangre o de sus derivados, transplantes de Organos y los que

padecen de SIDA (26, 27, 47).

Los lactantes que nacen con bajo peso y reciben sangre proveniente de
donadores scropositivos, corren un riesgo muy serio de adquirir alguna

afeccion severa asociada al virus; de hecho, por tal razoén, en los
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paises desarrollados se selecciona productos sanguineos seronegativos

para CMVH (38, 60).

Por lo que respecta a sujetos de edad avanzada, la infeccion
transfusional suele ser asintomadtica, si bien algunos llegan a presentar
enfermedad hepdtica leve o un sindrome similar a la mononucleosis

(como se describe posteriormente) (29, 31).

Independientemente de que el virus se adquiera por transfusion o
transplante, los riesgos son mayores cuando los donadores  son
seropositivos y los receptores seronegativos; ello se debe,
incuestionablemente, a que la inmunidad pre-existente ofrece algin
grado de proteccion contra la reactivacion o la reinfeccion; de hecho,
hasta el 53 % de los pacientes scronegativos adquiere infecciones
primarias sintomaticas por el CMVH, cifra muy parecida a las que se
observan en receptores seronegativos de otros organos sélidos o de
médula 6sea. No obstante, puede afirmarse que, en individuos
transplantados, la frecuencia y severidad de la infeccion por el CMVH
son variables, dependiendo del tipo de transplante, de la fuente del
organo donado, de las condiciones del sistema inmune del receptor y de
la duracion de la terapia inmunodepresiva destinada a evitar el rechazo

correspondiente (47, 74, 115).
Los sintomas relacionados con este tipo de pacientes incluyen fiebre

clevada, leucopenia, trombocitopenia, hepatitis, retinitis, encefalitis y

neumonitis; la muerte puede ocurrir por varios tipos de complicacion,
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incluyendo infecciones secundarias de origen bacteriano, fungico o

parasitario (21, 30, 63).

Como si lo antes mencionado no fuera suficiente, también se sabe que
una buena proporcién de rechazos a transplantes se atribuye al CMVH,;
estudios recientes enfocados a transplantes de musculo cardiaco,
han  sugerido la asociacién entre una Vasculopatia Cardiaca
Alografica (CAV) y la infeccidon por el CMVH, las cuales de manera
conjunta potencian el proceso de rechazo, debido probablemente a
una cldasica respuesta proliferativa. Sin embargo, también se ha reportado
que la proteina IE-2 del CMVH y la cadena o del HLA representan
epitopos comunes, por lo que los Ac’s producidos en contra del
CMVH pueden unirse a la cadena del Ag HLA-DR y provocar el
rechazo correspondiente; en este Ultimo caso se estaria tratando de
produccion de autoanticuerpos y activacion policlonal de células B

(49, 62, 66, 74, 115),

La-tabla 2 resume las afecciones mds relevantes causadas por el CMVH

en pacientes adultos (28).
El CMVH es unode los oportunistas mds comunes en infecciones

asociadas al SIDA y frecuentemente origina varias patologias

recurrentes en individuos seropositivos (27, 64).
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Tabla 2. Infecciones causadas por ¢l CMVH en adultos

Hepatitis

Mononucleosis

Pneumonitis

Infeccion post-transfusional

Sindrome post-transplante

Otros posibles sindromes:

Encefalitis

(Sindrome de Guillain-Barré)

Colitis ulcerativa

Como se sabe, el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) puede
causar descenso en el niamero de las células mediadoras de la
inmunidad celular (principalmente linfocitos T CD4+), carencia en la
que también podria participar algin tipo de inmunosupresion generada
por el CMVH. De hecho, estudios in vitro sugieren que ocurre una
potenciacion bidireccional de infectividad entre el CMVH y el VIH. Al
parecer, la region de los genes IE del primero actiia como un trans-
activador para varios genes promotores del VIH y, este fenomeno,
aunado a deficiencias en la inmunidad celular, aumentaria la
virulencia del CMVH en pacientes VIH seropositivos. En este
sentido, al realizar las autopsias correspondientes, se ha demostrado que
el 50 % de los cadaveres muestra infeccion por CMVH en multiples

organos,entre los que se encuentran: las adrenales (75 %), los pulmones
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(58 %), el tracto gastrointestinal (30 %), el SNC (20 %) y el tejido ocular
(10 %) (27,47, 64, 73).

Sin embargo, la coinfeccion entre el CMVH y otros patdogenos
oportunistas es tan comtin en los pacientes con SIDA que resultaria muy
aventurado atribuir la patologia de algin odrgano exclusivamente al
virus. De hecho, éste, Preumocystis carinii y algunos hongos pueden
coexistir en enfermedades pulmonares, asi como el HSV,
Toxoplasma gondii 'y el VIH lo hacen en varios padecimientos

cerebrales (31, 38, 60, 61).

Los hombres homosexuales, especialmente aquéllos que poseen
multiples parejas, figuran entre los que mas se exponen al CMVH. Sus
manifestaciones clinicas mds comunes son la retinitis progresiva y
severas colitis que también ocurren como respuesta a otros patdgenos

gastrointestinales (31, 73).

El nimero de personas coinfectadas con VIH y CMVH es
extremadamente alto (75 a 100 %) observdndose que el CMVH suele
reactivarse  en aquéllos individuos seropositivos cuyas células T
cooperadoras (CD4+) han decaido a niveles menores de 200 células/mL
Aproximadamente el 20 % de las personas con SIDA desarrollan

enfermedades por CMVH en algun drgano particular (47).

La retinitis por el CMVH se manifiesta generalmente en personas con
un compromiso inmunoldgico severo (menos de 100 células CD4+/mL);

de hecho, el 5 % de los individuos con SIDA presentan esta entidad
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clinica, la cual se manifiesta como una reduccion del campo visual o
como "manchas" en la retina que bloquean parcialmente el campo visual

(28, 31).

Por su lado, como es bien sabido, otra de las manifestaciones mas
comunes de los pacientes VIH seropositivos son las infecciones
gastrointestinales. En este sentido, es preciso considerar que, cualquier
parte del tracto digestivo, el higado y el sistema biliar, pueden evidenciar
lesiones por el CMVH; no obstante, los problemas ocurren con mayor
frecuencia en la parte baja del intestino delgado o en el colon,
involucrando principalmente a personas que  presentan retinitis,
aunque también se observan dichas anomalias entre quienes presentan

formas menos avanzadas de SIDA (27, 31, 60, 73).

Dichas colitis "inferiores" suelen manifestarse con exanguinacion o
Ulceras persistentes en el colon y el recto, y sus sintomas mdas comunes
son: diarrea persistente, pérdida de peso, anorexia y fiebre. Un
diagnostico de colitis ocasionada por el CMVH requiere diferenciarse
de la debida a otros microorganismos que pueden generar sintomas
parecidos, destacando Criptosporidium, Isosopora, Giardia, Entamoeba

histolytica, Shigella 'y Campylobacter jejuni (28,47, 48).

d) Infecciones en hospederos aparentemente sanos

En los nifios y adultos normales (inmunocompetentes), las infecciones

primarias por el CMVH suclen ser asintomdticas, pero también pueden
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dar lugar a una enfermedad similar a la mononucleosis, la cual cursa
con fiebre, temperaturas orales entre los 37.7° y 40.5° C, letargo,

mialgias, cefalea y una hepatitis leve (31).

Los cambios tipicos en la sangre de pacientes con mononucleosis
son, en mas del 50 % de los casos, una notable linfocitosis (mds de
5,000 células/mm3) con abundantes linfocitos atipicos, los cuales
permanecen durante una o dos semanas después de los periodos
febriles. La linfocitosis puede persistir por meses o afios después de la
recuperacion y la hepatitis subclinica es muy comin; en ésta, los niveles
enzimaticos se encuentran medianamente elevados (TGO menos 100
U/l) durante 4 a 6 semanas y la bilirrubina disminuye por debajo de
los 2.0 mg/dL (31).

Otras complicaciones asociadas al CMVH son raras, aunque incluyen
erupciones, hepatitis granulomatosa, sindrome de Guillain-Barré,
meningoencefalitis, miocarditis, neumonia, anemia hemolitica vy

trombocitopenia (54).

Adicionalmente, en la mononucleosis por CMVH, ocurren algunas
anormalidades inmunoldgicas no especificas, que sugieren fenémenos
de autoinmunidad; ésto, cominmente, incluye elevados titulos de
IgM, asi como de factores reumatoides y Ac's antinucleares; sin
embargo, ocasionalmente (en menos del 20 %) también se observan Ac's
antieritrociticos e incrementos en las alfafetoproteinas (AFP) séricas

(28).
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CMVH y Cancer

El CMVH comparte diversas propiedades con otros virus oncogénicos,
tales como la capacidad para estimular el ADN celular y la sintesis de
ARN, e inducir la produccidn de marcadores oncogénicos como la
ornitina  descarboxilasa; logicamente, dicha capacidad oncogénica
reside en el genoma viral. Entre los procesos carcinogénicos asociados
al CMVH, destacan el carcinoma prostitico, adenocarcinoma del colon,

el carcinoma cervical y el sarcoma de Kapost (28, 31, 76).

Cabe precisar que la presencia de informacion genética del virus en los
tejidos tumorales humanos no implica necesariamente que éste haya
provocado la neoplasia en cuestién, ya que podria tratarse de una simple
infeccion latente, analoga a la que se ha demostrado en numerosas
personas. No obstante, al CMVH se le ha bonsiderado como un
carcindgeno o, simplemente, como un pasajero en las células cancerosas

(28).
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IV. DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

El CMVH es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad
en individuos inmunosuprimidos y, paralelamente, un patégeno muy
persistente en cerca del 80 % de la poblacion inmunoldgicamente
competente; en este sentido, se requiere contar con métodos de
diagnoéstico confiables, que conduzcan a deducir rapida y oportunamente
la presencia del virus y, con base en ello, poder iniciar una terapia
que de alguna manera disminuya los dafios que ocasiona a su

hospedador (28).

Los principales métodos para poner de manifiesto la infeccién por

CMVH en el humano, se dividen como sigue (31):

1) Métodos directos
a) Cultivos celulares
b) Analisis histopatoldgico
¢) Técnicas de Biologia Molecular
d) Inmunofluorescencia

2) Métodos indirectos
a) EIA
b) Aglutinacion en latex
¢) Fijacion del complemento
d) Inmunofluorescencia
e) RIA
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Figura 7. Muestras involucradas en el diagnodstico
del CMVH
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1. Métodos directos

En este rubro se agrupan las técnicas cuya finalidad consiste en
detectar a los viriones o, en su defecto, a los componentes de éstos,

incluyendo sus proteinas estructurales y su acido nucleico.

Muestras involucradas

El virus y sus componentes pueden ser puestos de manifiesto en una
gran variedad de fluidos del cuerpo (Figura 7), entre los cuales se
cuentan la sangre periférica, la leche materna, las secreciones de
la faringe, los lavados bronquiales, las evacuaciones, las lagrimas, las
secreciones cervicales y el semen; sin embargo, la orina, saliva, sangre y
secreciones de garganta suelen ser las muestras mas comunes para

propositos de diagnostico directo (28, 31, 45).

Adicionalmente, cabe mencionar que las biopsias, particularmente
las de pulmén, rifion, bazo, higado y retina, también pueden ser

procesadas con el mismo fin (31).

a) Cultivo celular

Entre los métodos de diagndéstico mas utilizados, los cultivos
celulares se consideran el sistema mas sensible para detectar la infeccion
porel CMVH .
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La presencia del virus se revela después de sembrar el espécimen
correspondiente en lineas celulares de fibroblastos: WI-38, IMR-
90; MRC-5 y HFF, los cuales se obtienen a partir de embriones

humanos o de tejidos fetales (19, 45).

Una vez transcurrida la incubacidn, se busca evidenciar el efecto”

citopatico (ECP) clasico, o bien, los viriones y/o su material nuclear.

En el caso de pacientes inmunodeficientes, ademas de sembrar sus
saliva y orina, debe intentarse cultivar sus propios linfocitos ya que, en
varios casos, la deteccion del virus dentro de estas células representa

el mejor indicador de una infeccion asintomaética (64).

a.l. Procesamiento previo de las muestras

El CMVH presenta necesidades de crecimiento especie-especificas
estrictas, y su replicacién tiene lugar con mayor eficacia en
fibroblastos diploides humanos. El virus muestra una estabilidad
térmica y quimica hasta cierto punto impredecible, pero es claro
que, de no procesarse inmediatamente después de ser obtenido, el
espécimen fresco de cualquier procedencia debe almacenarse en
refrigeracion, adicionandosele un volumen igual de sacarosa-fosfato
0.4 M (28).
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A continuacion se seflalan algunos de los requisitos relacionados

con cada una de las principales muestras (45):

Orina. Una vez recolectada, se transporta y mantiene a 4°C por un
periodo maximo de 24 h. Para fines de cultivo, 3 mL de muestra
se tratan previamente con 0.5 mL de soluciones de gentamicina
(0.5mg/mL) y anfotericina (0.25 mg/mL), empleando como diluyente
al Medio Minimo Esencial de Eagle (MME); finalmente se
centrifugan a 1,000 rpm durante 10 minutos, a fin de separar a las
bacterias contaminantes (en el sedimento), quedando en el sobrenadante

(SN) tanto los viriones como su material nucleico

Saliva. Se obtiene con ayuda de hisopos estériles y se resuspende en
2 mL de caldo infusion de ternera; antes de efectuar las siembras, se

procesa de la misma manera que la orina.

Leche materna. Se colectan aproximadamente 10 mL en un recipiente
estéril y se transporta y mantiene a 4°C durante un periodo maximo de
24 h; posteriormente, se coloca en un tubo cdnico de 15 mL y se
incuba a 37°C durante 2 a 3 h (para separar las grasas). A continuacion
se recogen 3 a 5 mL del fondo del tubo y se depositan en otro tubo
conico para centrifugarlos a 800 rpm por 10 minutos; por ultimo, se
filtran 1.5 a 2 mL del sedimento (empleando membrana con
poros de 45 p) y, antes de la inoculacion, el filtrado se trata de igual

forma que la orina.
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a.2. Siembra de las muestras

Una vez tratados los especimenes antes mencionados, 0.2 mL del SN
(de cada uno) se inoculan por duplicado en tubos de cultivo que
contienen células HFF en MME y sc procede a incubar a  37°C
durante 24 h en atmoésfera de 10 % de COp; transcurrido este
periodo, el MME se cambia por medio de mantenimiento (MME + 2
% de suero fetal deternera) y se lleva a cabo una nueva incubacion

durante 28 dias, bajo las mismas condiciones antes sefialadas (31, 45).

Cabe sefialar que, recientemente, se ha demostrado que la adicion de
Ac’s anti-f interferon a las lineas celulares, derivan en mayores

indices de éxito en el cultivo del virus (103).

a.3. Deteccion de CMVH o de su material nucleico en los cultivos

celulares

Por lo que se refiere a la deteccion de los viriones y/o de su ADN, los
primeros se pueden evidenciar mediante inmunofluorescencia directa
y, €l segundo, por hibridacion o corrimiento electroforético, incluyendo
un paso previo de reaccion en cadena de la polimerasa. Los

fundamentos de estas técnicas se resumen posteriormente (5, 9, 79).

En cuanto a la observacion del clasico ECP producido por el CMVH en

la linea HFF, éste consiste en la aparicion dc células  refringentes,
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redondas,  ensanchadas o alargadas; la diseminacion de dicho
efecto a través de la monocapa es lentay selleva a cabo de
manera gradual, el tiempo que tarda en evidenciarse es variable,
pudiendo observarse a las 24 h o hasta los 28 dias, dependiendo dela
cantidad de particulas virales presentes en cada especimen. Por tal
motivo, las lecturas correspondientes se realizan tres veces por

semana, al microscopio optico (19,28).

De acuerdo con lo antes descrito, se puede inferir que el cultivo
resulta extremadamente laborioso y lento, asi como imposible de
implementar en la mayoria de los laboratotios clinicos; sin
embargo, constituye un método adecuado de deteccion y su uso
es efectivo para dar seguimiento al curso del padecimiento, antes,

durante y después del tratamiento antiviral (31).

b) Analisis histopatologico

La busqueda de las clasicas células grandes (citomegalicas) con
inclusiones basofilicas intranucleares y, en ocasiones, con inclusiones
citopldsmicas eosinofilicas, suelen ser parte de las observaciones
de rutina en los materiales de biopsia y autopsia, Dichas células
son facilmente distinguibles por su tamafio (10 a 40 p), su escaso
citoplasma y su gran nucleo; segun los especialistas las inclusiones
intranucleares tienen la apariencia de ojo de buho, por encontrarse
rodeadas claramente por un halo que se extiende a partir de Ia

membrana nuclear (2, 29).
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Aunque la  presencia de esta clase de  cambios citopatolégicos
sugieren la infeccion por CMVH, se aconseja confirmar los resultados

mediante otras técnicas directas o por serologia (31).

c) Técnicas de biologia molecular

[La diferenciacion de los dcidos nucleicos representa el fundamento
de diversos métodos de vanguardia en el diagndstico de
numerosos padecimientos infecciosos, incluyendo los ocasionados por
el CMVH (5).

Sin lugar a dudas, las nuevas técnicas de ADN recombinante representan
uno de los avances mas notables de la Infectologia, dado que
posibilitan la identificacion del agente causal, con elevados indices

de especificidad (105).

De hecho, existen bibliotecas de fragmentos de ADN de
numerosos patogenos (incluyendo al CMVH), los cuales se han
obtenido haciendo uso de enzimas de restriccion clonadas en
plasmidos. Evidentemente, la sensibilidad de los diversos métodos
involucrados, se ha incrementado notablemente, gracias a la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR), sin embargo, uno de los
principales retos para las técnicas de biologia molecular, reside
en la posibilidad de detectar vy distinguir entre la enfermedad

activa y la infeccion asintomatica latente; ello, sin lugar a dudas,
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Figura 8. Principales eventos de un ciclo de
ampliacion por PCR
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aportaria grandes ventajas al diagndstico de enfermeades y a la

prevencion de las mismas (5, 50, 107).

c¢.1. PCR

Entre las técnicas de vanguardia, la PCR destaca por su  gran
utilidad, ya que logra la polimerizacion del material genético del
virus, permitiendo que las cantidades escasas de ADN no representen

una limitante para el diagndstico (5).

La estrategia consiste en amplificar una secuencia de ADN, por medio
de la ADN polimerasa, a partir de una pequeiia muestra del acido
nucleico, en presencia de dos oligonucleédtidos o cebadores, que
delimitan la region quese va aamplificar, uniéndose al extremo 3'
de cadauna de las cadenas de ADN. El fragmento de ADN

sintetizado, generalmente posee de 50 a 2,500 nucledtidos (65, 95).
Cada ciclo de amplificacién consta de tres etapas (Figura 8) (23):

I. Desnaturalizacion. La doble hélice de ADN se calienta a 94°C, lo
que permite romper los puentes de hidrogeno existentes entre las
bases de las dos hebras.

2. Unién de los cebadores. La temperatura se disminuye hasta

aproximadamente 50°C en presencia  de los cebadores. De
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esta manera, éstos se unen especificamente en los extremos de

la region a amplificar, cada uno en la hebra que le corresponde.

3. Elongacion. La temperatura se eleva a 72°C, con lo cual Ia
ADN polimerasa alarga las nuevas hebras de ADN a partir de los
cebadores, uniendo nucledtidos trifosfato (dATP, dGTP, dTTP y
dCTP).

De estos eventos resultan dos nuevas copias del fragmento de ADN y
en el ciclo de amplificacion siguiente (que pasa por las mismas tres
etapas) estas nuevas hebras serviran, asu vez, de matrices para la ADN
polimerasa. De este modo se obtienen 2N fragmentos después de n

ciclos (23, 65).

La elongacion se lleva a cabo por medio de una polimerasa

estable a altas temperaturas: Thermus aquaticus (Taq) (23).

Hasta el momento, la PCR se emplea para amplificar los genes de
expresion temprana ( IE ) del  CMVH, haciendo uso de cebadores
especificos y dNTP biotinilado; las muestras a analizar pueden ser
cultivos celulares (obtenidos tal como se describié con anterioridad),

o especimenes clinicos provenientes del paciente (10, 67, 90, 108).
El empleo de cebadores especificos para un determinado fragmento

génico presente en todas las mutantes del virus, habilita la deteccién

de éste en receptores de transplantes, individuos con VIH e infantes
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con infeccidn congénita; ello implica que la variabilidad de las cepas

no es un factor limitante para la confiabilidad de la prueba (23, 90, 108).

¢.2. Hibridacion, Southern blot e impresion digital

Una vez aplicada la técnica PCR a los cultivos celulares y a las muestras
clinicas, el ADN resultante puede ser analizado y detectado mediante
hibridacién, Southern blot o impresién digital. En general, los diversos
métodos se fundamentan en el hecho de que 2 especies diferentes
dificilmente llegan a compartir una secuencia considerable de bases
nucleotidicas; por lo tanto, en cuanto al primero de ellos, las cadenas
sencillas de  ADN o ARN de un determinado microorganismo. sélo
hibridardn  con  sondas moleculares que procedan de su misma
especie.  Logicamente, dichas sondas presentan las siguientes
caracteristicas: 1) El analista conoce la especie de procedencia; 2)
Se encuentran marcadas (0 se les marca después de la reaccion
correspondiente) con alguna sustancia que permita poner de manifiesto

las reacciones positivas (1, 80, 120).

En cuanto a la segunda caracteristica, es conveniente sefialar que los
marcadores mas utilizados son diversos radioisétopos o la combinacién

biotina-avidina (80).

Por lo que se refiere al Southern Blot (Figura9) y a laimpresion
digital, ambas técnicas se basan en el empleo de enzimas de restriccion

las cuales, como es bien sabido, rompen las cadenas del 4cido
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Figura 9. Principales eventos asociados a la
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nucleico en regiones muy especificas, de manera tal que una hebra

determinada reditia siempre los mismos fragmentos (1).

Posteriormente, los  fragmentos  resultantes se corren
electroforéticamente, dando lugar a un  patrén de bandas
(impresidn digital) que se reproduce con exactitud y que se puede
identificar confiablemente al hacer reaccionar estas tltimas con Ac’s
homélogos marcados con biotina-avidina, previa transferencia a

nitrocelulosa (90, 110).

Esta clase de técnicas se emplea para realizar la deteccion del genoma
viral en orina, en tejidos de pulmén fijados con formalina, preparaciones

de fluidos bronquialveolares y tejidos que manifiestan sarcoma de
Kaposi. Para que la técnica se lleve a cabo bajo las condiciones 6ptimas
se requiere el control de las siguientes variables, asi como la previa
purificacién de extractosde ADN o ARN, que permitan aumentar la

sensibilidad (9, 10, 26, 31, 76).

d) Inmunofluorescencia

Aunque existen varios equipos comerciales que se basan en la utilizacion
de Ac’s policlonales, éstos se han sustituido recientemente por los que
usan Ac’s monoclonales dirigidos contra los epitopes localizados en el
virus. En cualquier caso, dichos Ac’s se encuentran marcados con
fluoresceina, lo que permite visualizar a los viriones en las extensiones

provenientes de cultivos celulares o de muestras clinicas (79, 91, 104).
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Figura 10. Eventos de la técnica de inmunofluorescencia
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El desarrollo de Ac’s monoclonales (mAb) dirigidos contra varias
proteinas del CMVH genera una nueva perspectiva en el diagnostico

viral (79, 104).

La inmunofluorescencia (Figura 10) se emplea con frecuencia para
detectar Ac’s (método indirecto) en contra de Ag’s de tejidos y células,
o bien, para indentificar Ag’s (método directo) por medio de mAb
dirigidos contra varias proteinas virales; en este Gltimo  caso, se
emplean distintos patrones de tincidn; aunque la técnica es bastante
laboriosa, cuando es necesaria una medicion cuantitativa de la
concentracion de Ac's ofrece ventajas. Los especimenes
bronquioalveolares, sedimento urinario y leucocitos de la sangre son
examinados de esta manera; observindose que la sensibilidad del
ensayo aumenta con mezclas o pools de mAb, obteniéndose resultados a
varias horas (24 h) después de haber obtenido la muestra. Entre las
mezclas utilizadas se encuentran el p63-27, empleado como un sistema de

deteccion rapida para las muestras de orina en neonatos (79, 89, 104).

El uso de mAb no estd restringido uUnicamente a técnicas de
inmunofluorescencia, sino que también se puede emplear en técnicas de
tincion por inmunoperoxidasa, como es en el caso de  la  infeccion
activa por el CMVH, pudiendo ser diagnosticada por la deteccién
de antigenemia, la cual constituye un método para el diagndstico
directo, basado en la deteccion inmunoquimica de Ag’s IE en
leucocitos de sangre. Esta técnica posee una sensibilidad y especificidad

mayor o igual al 90 % y en pacientes sintométicos del 100 %, lo que e
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permite ser usada como un método eficiente para el diagndstico
temprano de la infeccion, o bien, en el monitoreo de rutina en
pacientes con alto riesgo de la enfermedad, para lo cual se requiere de:
1) Aislamiento de leucocitos sanguineos separados por centrifugacion;
2) Preparacion de frotis; 3) Tincion con inmunoperoxidasa empleando
mAb dirigidos contra los Ag's IE del CMVH 'y 4) Evaluacion

microscopica (18, 78, 107).

Una variante del método es por medio del uso de mAb dirigidos
contra una fosfoproteina de la matriz inferior de 65 kDa (pp65)
presente en el nicleo de leucocitos PMN aislados de la sangre
periférica, lo que permite detectar i CMVH antes de los sintomas,
siendo posible cuantificar, predecir y diferenciar la enfermedad de una
infeccion asintomatica. El método es relativamente simple; las células son
fijadas, permeabilizadas y tefiidas con el mAb dirigido contra la pp65,
seguido por incubacién con un segundo Ac marcado con peroxidasa de
rdbano y un cromogeno; o bien, un marcaje con isotiocianato de
fluoresceina, en cuyo caso los resultados positivos se manifiestan como
una fluorescencia amarilla-verdosa que se distribuye
homogéneamente. El frotis se observa al microscopio a 200x y 400x

como aumento (73,79, 107, 111).
Una de las principales desventajas del procedimiento, es que requiere de

una labor intensa y consumo de tiempo en el conteo de células para

efectuar el ajuste a | x 100 células/mL (79).
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2) Métodos indirectos

a) EIA

El ensayo inmuno-enzimatico (EIA), utiliza una fase solida a la cual
se han adsorbido previamente particulas viricas de CMVH (Figura 11);
el sistema se pone en contacto con el suero del paciente, con lo cual
los Ac’s anti-CMVH (en caso de estar presentes) reaccionaran con su
antigeno homdlogo (durante la incubacién), quedando incorporados
de manera estable. Previo lavado con amortiguador de fosfatos (PBS),
el sistema se coloca en presencia de una anti-globulina humana marcada
con peroxidasa, que se unird a los Ac’s antivirales, permaneciendo atin
después de un segundo lavado, por lo que la enzima podra actuar sobre

su sustrato especifico al sumergirse la fase sélida en el revelador
o-fenilendiamina/Hp07; el oxigeno naciente (producto de la

degradacion enzimatica del H207) oxidara al compuesto aminado,
provocando que é€ste adquiera una coloracion amarilla, indicativa de
una reaccidn positiva. Cabe mencionar que la intensidad de dicha
coloraciéon estara en funcidn directa de la concentraciéon de Ac’s anti-

CMVH en la muestra correspondiente (1, 89, 98).
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Figura 11. Ensayo inmunoenzimatico aplicado a la deteccion

de Ac’s séricos anti-CMVH

esfera de poliestireno recubierta
de particulas de CMVH

4, lavar con PBS

3 8, lavar con PBS

12, lectura

1. suero del paciente 5, suero anti-y globy 9, o-fenilendia-
3.45 min, 37°C lina humana, mar- mina/H,0,
cado con peroxidasa 11. 30 min, tempe-
7. 45 min, 37°C ratura ambiente
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b) Aglutinacion en litex

Tal como se describi6 para EIA, particulas virales de CMVH se adsorben
a particulas de litex y, de esta manera, el reactivo se distribuye
comercialmente. Sobre una placa de vidrio, se mezcla perfectamente una
gota de este producto con otra de suero del paciente, con lo cual
ocurrira una aglutinacion caracteristica, en caso de que éste ultimo

contenga Ac’s dirigidos contra el CMVH (28, 89).

En los casos positivos, dichos Ac’s podran cuantificarse, enfrentando el

reactivo comercial a diluciones seriadas del suero del paciente.

¢) Fijacion del complemento

Como es sabido, un complejo Ag-Ac (antigeno-anticuerpo) fija el
complemento (C’) y ello se puede detectar al adicionar al sistema una
suspension de eritrocitos sensibilizados; en este sentido, productos de
lisis del CMVH se distribuyen comercialmente, a fin de ponerlos en
contacto con diluciones seriadas del suero del paciente 'y,
posteriormente, adicionar suero fresco de cobayo (como fuente de C*)
(28, 31, 89).

De esta manera, al agregar el revelador (globulos rojos de carnero
sensibilizados), éste sélo manifestara lisis si la reaccién previa entre el
producto comercial y el suero del paciente no di6 lugar a la formacién del

complejo Ag-Ac, por carencia de Ac'’s séricos anti-CMVH.
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Evidentemente, cuando se utilizan diluciones seriadas del suero del
paciente, el titulo de Ac's estard dado por el tubo en donde se encuentra

la maxima dilucién del suero que no provoca hemdlisis.

d) RIA

El método de radio inmuno-analisis (RIA), presenta el siguiente
fundamento (Figura 12): el antigeno se une a una fase solida y,
posteriormente, sc afiade el suero del paciente a fin de que, de contener
éste ultimo Ac’s anti-CMVH, se incorporen al sistema; su presencia se
revelaré previa adicion de proteina A (de Staphylococcus  aureus,
cepa Cowan I) marcadaradiactivamente, ya que ésta ultima tiene
una clara afinidad por la fraccion Fc de los Ac’s; finalmente, se emplea
un contador de centelleo que cuantificard la concentracion de éstos, al

medir la radiactividad en cpm (1,89,98).



Figura 12. Eventos asociados a la técnica de RIA
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V. TRATAMIENTO

Desafortunadamente, los avances logrados en el desarrollo de alguna
terapia efectiva en contra del CMVH son muy pobres; de hecho,
numerosos agentes antivirales se han probado en casos severos de las
enfremedades que el virus ocasiona, pero ninguno de ellos ha manifestado

una gran eficacia desde el punto de vista clinico (18).

Entre los farmacos antivirales que recientemente se han sometido a
investigacion, destacan el ganciclovir, cuyo nombre quimico es 9-(1,3-
dihidroxi-2-propoximetil) guanina y el fosfono-formato; ambos
estabilizan o mejoran el estado de los pacientes con retinitis, pero poco o
nada ayudan a los que padecen colitis o neumonia. No obstante, si se
suspende su administracion a los pacientes con SIDA, éstos recaen

notablemente (18, 61).

Cabe mencionar que los receptores de transplantes de médula ésea que
llegan a adquirir neumonia, mejoran considerablemente con un régimen
basado en la combinacion del ganciclovir e inmunoglobulina anti-CMVH

a titulos elevados (21, 63, 67).

En cuanto al interferon leucocitario humano, éste se ha empleado sin

mayor éxito para prevenir o tratar tanto infecciones congénitas en recién
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nacidos como adquiridas por transplante de rifion o de médula 6sea (63,

68, 77).

Otros agentes antivirales ineficaces contra el CMVH incluyen al
arabinosido de citosina, vidarabina, idoxuridina y aciclovir, los cuales se
han empleado en forma combinada entre ellos, e incluyendo Ia

incorporacion de interferon leucocitario humano (68, 73, 78).

Por otra parte, también se han elaborado algunas vacunas que prevengan
las formas mas severas de las enfermedades causadas por el virus en
cuestion, incluyendo las infecciones primarias en individuos
inmunocomprometidos y los cuadros congénitos que, como se ha
sefialado, generan graves complicaciones neuroldgicas; en este contexto,
se ha trabajado con las vacunas AD169 y la Towne 125, las cuales se
conforman por cepas vivas, pero atenuadas, comprobandose que ambas
constituyen buenos inmundgenos y son seguras, aunque la inmunidad que
inducen se reduce rapidamente a partir de su aplicacion; evidentemente,
varios laboratorios se encuentran realizando nuevos estudios con cepas

inactivadas (81,96, 118).
De acuerdo a lo anteriormente sefialado, podemos constatar que el

tratamiento en contra de las enfermedades ocasionadas por el CMVH atn

no esta establecido (60).
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CONCLUSIONES

s ElI CMVH infecta aproximadamente al 80 % de la poblacion mundial,
sin manifestarse en los individuos inmunolégicamente competentes y
ocasionando diversas patologias a recién nacidos, transplantados y

pacientes seropositivos al VIH.

e La elevada frecuencia del CMVH en las personas deriva, entre otras
razones, de sus diversas vias de transmision, de sus numerosos
mecanismos a través de los cuales evade la accion del sistema
inmunolégico del hospedero y de la gran cantidad de individuos

asintomaticos que lo diseminan entre Ja poblacion.

e En el caso de neonatos, aunque las enfermedades causadas por el
CMVH pueden cursar de forma asintomatica, generalmente son
evidentes y su gravedad suele depender de Ja etapa de gestacion en la
que se adquiere la infeccion congénita: mientras mas temprano ocurra

ésta, el dafio al feto resultard mayor.

¢ En cuanto a los individuos transplantados, el CMVH aparenta ser una
importante causa de rechazo, principalmente cuando se trata de
transplante renal y transplante de médula 6sea; por su parte, en los

pacientes con SIDA ocasiona lesiones en diversos érganos, aunque su
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patologia no estd plenamente comprobada, ya que se detecta en

infecciones mixtas, participando junto con otros microorganismos,

El diagndstico de laboratorio de las enfermedades debidas al CMVH
se realiza mediante cultivo en lineas celulares, pero sobre todo, a
través de ensayos inmunoenzimaticos, pruelas de fijacion del C' y de
aglutinacion en latex (como diagndstico seroldgico) y, desde hace
poco tiempo, con métodos de biologia molecular cuya sensibilidad y

confiabilidad son dptimas, aunque requieren de equipo especializado.

Los actuales regimenes terapéuticos y preventivos asociados a los
padecimientos debidos al CMVH, aGn se consideran inefectivos,
aunque la administracion de ganciclovir, de la Ig anti-CMVH y de la
vacuna Towne 125 han abierto nuevas espectativas para cl tratamiento

y la profilaxis.
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A un Dethin que ha nadado en L mar db aaversidades, sm embargo
profinddad o fas mismas, no ha s suficiente pora ogolarts, por &/
controrm, o ha dblad de una luerza supenor gue e pernmilio vencenos, 1o
2o fierle y of mismo hempo capaz de enfrentar aun mayores. Ahora &
he wisto hacer pruelas en wn Ceeano, en redldad no se en clidl pues su
cuerpo eslaba nadunds, pero sy onng parecio éstar e olro kigor, st

embarge ¢so - ya no Knporta, b wmporlanle ¢s que ha Gurendidy o
navegar,...
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